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L’étude du mécanisme qui préside a la pénétration de cer- 
tains virus neurotropes, en particulier celui de la poliomyélite 
a travers les muqueuses des voies aériennes supérieures et du 
tube digestif, est & ordre du jour. Des chercheurs américains 
ont relaté des données expérimentales mettant en lumiére le 
role prépondérant des connexions nerveuses, en tant que voie 
de dispersion du virus poliomyélitique dans l’organisme récep- 
tif. L’un de nous, en collaboration avec Landsteiner, Pastia et 
Danulesco (2), a apporlté, il y a déja longtemps, de précieuses 
contributions 4 la solution du probleme; c’est ce qui nous a 
engagés 4 en enlreprendre de nouveau |’étude dans le domaine 
de lherpés expérimental. L’infection herpétique du lapin, du 
cobaye et de la souris offre, en effet, plus d’une analogie avec 
la poliomyélite des espéces simiennes, les deux virus, celui de 


(1) Par le terme neuroprobasie (de vzveo, nerf, et Rpo6a.01s, marche en ayant), 
Levaditi (L'Herpés et le Zona, 1926, Masson, édit.) a désigné le phénoméne de 
la propagation des ultravirus neurotropes le long des connexions nerveuses. 

(2) Cf. Levavits. Les Ectodermoses neurotropes, Paris, 1922, Masson, éditeur. 
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Vherpés et celui de la paralysie infantile, tous deux neuro- 
tropes, ne différant que par l’affinité dermotrope extrémement 
accusée chez le premier de ces germes. Ces considérations, et 
l'avantage d'une expérimentation sur les petits animaux de 
laboratoire, nous ont incités 4 réaliser les investigations qui font 
objet du présent mémoire. Avant d’en exposer les détails, 
jetons un coup d’cil sur les données déja acquises dans ce 
domaine. 


* 
x *¥ 


I. Pottomyérire. — a) Votes aériennes supérieures. — La 
pénétrabilité du virus de la poliomyélite a travers les muqueuses 
des voies aériennes supérieures, en particulier le revétement 
naso-pharyngé, a été démontrée en 1910 par Leiner et 
Wiesner (1) et par Flexner et Lewis (2). Les premiers ont 
d’abord cocainisé la muqueuse naso-pharyngée des singes, 
puis ont essayé de leur conférer la paralysie infantile: 4° en 
leur faisant inhaler des émulsions névraxiques virulentes ; 
2° en badigeonnant leur muqueuse nasale avec du virus frais ; 
3° en leur inoculant le méme virus par voie trachéale. Plu- 
sieurs de ces tentatives ont été couronnées de succés, en ce 
sens que la poliomyélite s’est déclarée aprés une incubation 
de cing, onze et quatorze jours. De leur cété, Flexner et Lewis 
ont transmis |’infection en scarifiant, au préalable, la muqueuse 
nasale d’un Macacus rhesus et en y déposant le germe; la 
maladie est apparue, chez cet animal, six jours aprés l’inter- 
vention. 

De tels résultats positifs étaient, cependant, inconstants. Au 
début de leurs études, Landsteiner et Levaditi (3), n’ayant pas 
réussi 4 les confirmer, se sont demandé, avec Stanesco (4), si 
« des lésions préalables de Ja muqueuse, traumaliques ou 
inflammatoires, n’étaient pas nécessaires pour préparer la voie, 
et cela d’autant plus que de telles altérations ont été constatées 
au niveau de la muqueuse olfactive chez les simiens neufs 
vivant en captivité ». En fait, Levaditi et Landsteiner (loc. cit.) 


(1) Lemer et Wresner. Wien. klin. Woch., 23, n° 3, 1940, p. 91. 

(2) Frexner et Lewis. Journ. of Amer. med. Assoc., 54, 1910, p. 535. 
(3) Lanpsreiner et Levaorti, Ces Annales, 24, 1910, p. 833. 

. (4) Levavitr et Stangsco. C.\R. Soc. Biol., 68, 1910, p. 665. 
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montrent qu'il est possible de conférer la paralysie infantile 
aux simiens, si l’ona soin d’injecter le virus sous la muqueuse 
olfactive, au niveau des cornets. 

Ultérieurement, Levaditi et Danulesco (1), s’adressant & une 
souche de virus poliomyélitique éminem ment virulente [souche 
anglaise de Gordon (2)], constatent que le simple dépét du 
germe 4 la surface de la muqueuse nasale (sans nul trauma- 
tisme préalable) au moyen d’un tampon imbibé, ou d'un pin- 
ceau, fournit presque 4 coup sir des résultats positifs chez les 
simiens sensibles. Confirmée ultérieurement par Flexner et ses 
collaborateurs, cette constatation a fait l’objet d’investigations 
récentes de la part de Rhoads (3), Weyer, Park et Banzhaf (4), 
Kling, Levaditi et Hornus (5), Plotz (6), entre autres. La trans- 
mission par voie olfactive est d’autant plus certaine que l’on 
répéte les instillations pendant trois jours consécutivement. Le 
role de l’activité pathogéne de la souche utilisée est incontes- 
table, ainsi qu’il ressort des données relatées par Schultz et 
Gebhart (7). Deux échantillons de virus, celui d Aycok et celui 
de S. Flexner, se sont révélés inégalement virulents par instil- 
lation nasale, les différences étant en rapport avec leur puis- 
sance morbigéne évaluée par des voies autres que celle du 
naso-pharynx. Il semblerait, d’ailleurs, que la muqueuse 
olfactive des simiens sécréte, chez l’homme et le singe, des 
mucosités capables de neutraliser 2m vitro le virus poliomyé- 
litique [Cf les recherches d’Amoss et Taylor (8) et de Flexner 
et Amoss(9)j, ces propriétés virulicides étant indépendantes de 
celles du sérum sanguin. 

Quoi d’étonnant si, dans ces conditions, les réactions (acide 
ou alcaline) du mucus nasal, modifiées au moyen de lavages 
préalables des narines par des solutions M/415 de phosphate de 
sodium et de potassium, influencent la réceptivité? Schultz et 
Gebhardt (Joc. cit.) montrent, en effet, que l’incidence des 


(1) Levapir1 et Danutzsco. C. R. Soc. Biol., 72, 1912, p. 606 et 654. 

(2) Levavitr, Gorvon et Danuesco. C. R. Soc. Biol., 74,1911, p. 654. 

(3) Ruoaps. Journ. of exp. Med., 53, 1931, p. 4113. 

(4) Wever, Park et Banzuar. Journ. of exp. Med., 53, 1931, p. 553. 

(5) Kune, Levaprtr et Hornus. Bull. Acad. Méd., 144, 1934, p. 709. 

(6) PLotz. Idem., p. 724. 

(7) Scnuttz et Gesnarvt. Proc. Soc. exp. Biol. and Med., 30, 1933, p. 1010. 
(8) Amoss et Taytor. Journ. exp. Med., 254997, p. b0Te 

(9) Fuexner et Awoss. Idem, 34, 1920, p. 123. 
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infections par voie nasale augmente chez les simiens, aprés 
irrigation des fosses nasales avec des solutions acides. 

Ainsi, de 1910 & 1934, de nombreux expérimentateurs 
mettent en lumiére la réceptivité du singe a légard de Vinfec- 
tion poliomyélitique conférée par les votes aériennes supérieures, 
en particulier par la muqueuse naso-pharyngée. Toutefois, 
démontrer que le virus est susceptible de pénétrer a travers 
cette muqueuse, ne suffit pas pour expliquer le mode naturel 
de la propagation de la maladie de Heine-Medin par voie nasale. 
Il faut, cela va de soi, prouver également que le germe s’éli- 
mine par les sécrétions du naso-pharynx, autrement les sources 
de contamination, en temps d’épidémie, resteraient tant soit 
peu obscures. Or, cette élimination est vérifiée par l’expérience. 
En effet, Flexner et Lewis (1) prouvent, en 1910, que le virus 
poliomyélitique peut étre décelé dans la muqueuse nasale des 
simiens contaminés. De leur cdté, Landsteiner, Levaditi et 
Danulesco (2) placent des tampons d’ouate dans les narines des 
simiens atteints de paralysie infantile expérimentale, et 
recherchent le germe dans les sécrétions qui imbibent ces tam- 
pons ; ils l’y décélent dans les filtrats et confirment aussi les 
constalations antérieures de Flexner (3). On peut, d’ailleurs, 
transmettre la poliomyélite au singe en introduisant, dans les 
narines, des tampons ayant séjourné dans les fosses nasales 
d'autres simiens paralysés [Landsteiner, Levaditi et Danu- 
lesco (4)|. En outre, les sécrétions naso-pharyngées des animaux . 
convalescents de paralysie infantile, devenus ainsi porteurs de 
germes, peuvent élre contaminantes (Flexner et Clark, Osgood 
et Lucas (5)]- 

Bref, le virus de la maladie de Heine- Medin s élimine par les 
sécrélions de la muqueuse olfactive et du revétement muqueux 
du pharynx, sécrétions qui constituent, en temps d'épidémie, la 
principale source de contagion. 

Un probléme se pose : quelle est la voie suivie par le germe 
pour franchir le chemin qui sépare la barriére muqueuse naso- 


(1) Frexner. Journ. of the Amer. med. Assoc., 54, 1912, p. 1374. 

(2) Lanosrginer, Levapiti et Danutesco. C. R. Soc. de Biol., TA, 1914, p. 558. 

(3) Fuexner, Soc. méd. de New-York, séance du 12 octobre 1911. Presse 
Médicale, n° 96, 2 décembre 1941. 

(4) LANDSTEINER, Levaprtr eb Danutesco. €, R. Soc. de Biol., 74, 1911, p. 58. 

(5) Oscoop et Lucas. Journ. of the Amer. med. Assoc., 56, 1911, p. 495. 
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pharyngée, dw systéme nerveux central? Des le début de 
leurs investigations, Levaditi et Landsteiner (1) ont apporté 
des preuves en faveur du role prépondérant des nerfs et du 
bulbe olfactif. Voici comment ils s’exprimaient & ce sujet : 
« Nous avons pensé que le microbe, dans sa marche ascen- 
dante, pouvait suivre le nerf olfactif, et nous avons recherché 
si les bulbes olfactifs d’un singe inoculé dans la muqueuse 
nasale, contenait le virus ». L’expérience ayant fourni un 
résultat nettement posilif (virulence du bulbe olfactif, lequel 
a conféré la poliomyélite aprés une incubation de cing jours), 
ils ont conclu que le virus peut envahir le systéme nerveux cen- 
tral en cheminant le long des nerfs et du bulbe olfactif. Ce qui 
les autorisait & formuler une telle conclusion, c’est que, dans 
des essais antérieurs, Landsteiner et Levaditi(2), de méme 
que Flexner et Lewis (3), avaient prouvé que le germe infra- 
visible de la maladie de Heine-Medin se disperse dans l’orga- 
nisme par les voies que lui offrent les nerfs et les connexions 
nerveuses en général. De plus, Leiner et Wiesner (doc. cit.) 
ont prouvé que la section d’un nerf périphérique, dont le seg- 
ment distal a été contaminé, entrave la marche centripéte du 
germe. Ces expériences ont été, d’ailleurs, reprises récemment 
par Fairbrother et Hurst (4), Jungeblut et Spring (5), Hurst (6) 
et Toomey (7). 

La présence du germe poliomyélitique dans le bulbe olfactif, 
apres contamination par voie nasale, ressort également des 
essais relatés par Flexner et Clarke, et, il y a peu de temps 
encore, par Faber et Gebhardt (8). Examinant la localisation de 
ce virus pendant la période d’incubation, chez des singes con- 
taminés par instillation dans les narines, ces auteurs ont conclu 
que la progression du microbe s’effectue, de la porte d’entrée 
(muqueuse nasale) vers les centres nerveux, par les nerfs et le 
bulbe olfactif, puis de l’encéphale vers la moelle épiniére, le 
long des relais neuroniques. La moelle n’est jamais envahie 


{ 
a Lanpsteiner et Levapitr. C. R. Soc. de Biol., 67, 1909, p. 787. 

(3) Firxner et Lewis. Journ. of Amer. med. Assoc., 12,1909, p. 1276. 

(4) Farrsroragr et Hurst. Journ. of Path. a. Bacter., 33, 1930, p. 57. 

(5) Junezetur et Spring. Proc. Soc. of exper. Biol. and Med., 27, 1930, p. 1076. 
(6) Hurst. Journ. of Pathol. and Bact., 35, 1932, p. 45. 

(1) Toowgy. Proc. of. Soc. exper. Biol. and Med., 34, 1934, p. 702. 

(8) Fasrret Gesnart. Proc. Soc. exper. Biol. and Med.. 30, 1933, p. 879. 
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avant le sepli¢me jour de l'incubation. Au fur et 4 mesure que 
la contamination de l’axe médullaire s’opére, des zones encé- 
phaliques, virulentes au début, se stérilisent peu & peu. 

Ceci étant, d’autres expérimentateurs se sont demandés si en 
barrant, d’une maniére ou d’une autre, la route constituée par 
les connexions nerveuses reliant la muqueuse nasale au 
névraxe, on n’obtiendrait pas le méme effet qu’en sectionnant un 
nerf périphérique, dont seul le segment périphérique est infecté 
(expériences de Leiner et Wiesner, v. ci-dessus). Les résultats 
ont été des plus probants. Ainsi, Brodie et Elvidge (1) pra- 
tiquent une section bilatérale et une ablation partielle du bulbe 
et du tractus olfactif, chez un certain nombre de Macacus 
rhesus, qwils contaminent, en méme temps que d’autres simiens 
témoins, en leur instillant dans les narines, 4 une ou plusieurs 
reprises, des émulsions névraxiques virulentes. Alors que des 
singes non opérés contractent une poliomyélite cypique, les 
sujets chez lesquels on avait sectionné le tractus olfactif restent 
indemnes. Les auteurs altirent lattention sur le fait que la 
muqueuse nasale est innervée non seulement par le nerf ollactif, 
mais encore par des filets tributaires du trijumeau et du sym- 
pathique. Par ailleurs, il est possible que le virus pénétre 
dans les amygdales, qu’il inonde lors de l’instillation. I] en 
résulle que la non-dispersion du germe dans le névraxe, aprés 
destruction de la voie olfactive, prouve que cette vote est la 
seule qui assure la neuroprobasie centripéte. Ils ajoutent que la 
facilité avec laquelle te virus traverse la muqueuse nasale 
pour se disperser dans le névraxe, s’explique par la présence 
de neurones dans celte muqueuse. 

Par ailleurs, Schultz et Gebhardt (2) entreprennent des expé- 
riences analogues. Ils détruisent, chez six Macacus rhesus, le 
bulbe olfactif au moyen d’une cautérisation par l’électrocautére. 
Ces animaux, ainsi que des (émoins, sont infectés ultérieure- 
ment par instillation nasale. Aucun des sujets opérés ne con- 
tracte la poliomyélite, alors que les simiens non opérés se 
paralysent dans les délais habituels. Or, fait important, les 
singes dépourvus de bulbe olfactif se révélent, par la suite, 


(1) Brovie et Etvines. Science, 79, 1934, p. 235. 
(2) Scuurtz et Gesuarpr. Proc. Soc. exp. Biol. and Med., 31, 1934, p. 728. 
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susceptibles de contracter la paralysie infantile aprés inocula- 
tion du virus dans le cerveau. 

Si lon ajoute a ces données expérimentales, les observations 
histologiques de Demme (1), Pette (2), Kramer et Parker (3), 
et les conclusions de S. Flexner (4), au sujet du réle du liquide 
céphalo-rachidien dans la propagation de virus poliomyéli- 
tique (role apparemment nul), on est en droit de conclure que 
la dispersion du germe introduit dans les fosses nasales s'effectue 
surtout par la voie des nerfs, du bulbe et du tractus olfacti/s (5). 
D’autre part, il est probable, sinon certain, que lors de son 
éliminalion par les sécrétions naso-pharyngées, le virus suit 
le méme chemin, mais en sens inverse. Quant a savoir si le 
microbe progresse le long des cylindraxes, ou des espaces 
lymphaliques périnerveux, aucune expérience ne permet, a 
Vheure qu’il est, de formuler & ce sujet une opinion bien arrétée. 
L’un de nous a examiné en détail le probleme du mécanisme 
pathogénique de la neuroprobasie dans sa Monographie : 
L’Herpés et le Zona (6); nous n’y reviendrons pas. 

b) Vote digestive. — Nous n’insisterons pas, non plus, sur 
Vétat actuel de nos connaissances concernant la pénétrabilité 
du virus poliomyélitique & travers Ja muqueuse digestive. 
Levaditi, Kling, Lépine et Hornus ont exposé, dans une série 
de communications présentées & l'Académie de Médecine, les 
résultats de leurs investigations expérimentales; le lecteur 
voudra bien s’y reporter. Il y verra, surtout s'il consulte la 
derniétre note de Kling, Levaditi et Hornus (7), gue si da péné- 
trabilité du virus poliomyélitique a travers la muqueuse du tube 
digestif est certaine, de méme que son élimination par les 
matiéres fécales (8) [singes malades, ou simplement porteurs de 
germes], par contre, celte pénétrabilité est sujette ad des variations 
dont ils nous est actuellement impossible de trowver les raisons. 


(1) Dewmn. Deutsche Zeit. f. Nervenheilkunde, 146, 1930, p. 156. 

(2) Perre. Deutsche Zeit. f. Nervenheilkunde, 146, 1930, p. 163. 

(3) Kramer et Parken. Proc. Soc. Exper. Biol. and Med., 30, 1933, p- 4447. 

(4) S. Fuexner. Science, 78, 1933, p. 129. 

(3) Nous réalisons acluellement des expériences dans le but de vérilier les 
données réalisées par les auteurs américains. 

(6) Levapitt. L'Herpés et le Zona, Paris, Masson, éditeur, 4926. 

(7) Kune, Levapitz et Hornus. Bull. Acad. de Méd., 111, 1934, p. 709. 

(8) Cf., les recherches confirmatives de Clark, Roberts et Preston. Journ, 
of prevent. Med., 6, 1932, p. 47. 
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Quoi qu'il en soit, un fait est hors conteste ; es voves acriennes 
supérieures se prétent mieux a la contamination des simiens que 
la muqueuse du tube digestif [Cf., également les recherches 
récentes de Plotz (1)|. Toomey (2) explique cette différence de 
réceptivits par le péristaltisme de l’intestin gréle, lequel chasse 
le virus vers le colon, avant que le germe puisse traverser les 
couches épithéliales du tractus iléo-duodénal et atteindre les 
terminaisons nerveuses du sympathique abdominal. Des expé- 
riences ingénieuses paraissent confirmer cette maniére de voir. 


If. Herets. — a) Votes aériennes supérieures. — Le virus 
herpétique est pathogéne pour le lapin el d'autres animaux 
réceptifs (singe, cobaye, souris), surtout lorsqu’on a soin de 
V'introduire directement dans le névraxe (encéphale, nerfs péri- 
phériques). Son affinité dermotrope se traduit : 1° par les alté- 
rations papulo-vésiculeuses qwil engendre au niveau du revéte- 
ment cutané, suivies de sa propagation vers la moelle épiniére, 
le long des connexions nerveuses médullo-cutanées; 2° par la 
kératite, compliquée d’encéphalite, qu’il provoque lorsqu’on 
l'inocule, par scarification, & la cornée. Comment se comporte- 
t-il 4 Pégard des voies aériennes supérieures? 

Levaditi et Harvier (3) ont montré, dés 1920, que si, avec la 
souche C d’origine humaine (encéphalite léthargique), encore 
peu adaptée au lapin, la simple instillation nasale restait sans 
effet, il n’en était pas de méme lorsqu’une telle instillation était 
pratiquée aprés scarification préalable de la muqueuse. Les 
lapins contractaient, dans ce cas, une encéphalopathie herpé- 
tique typique. De ces expériences, auxquelles s’ajoutaient les 
essais concernant la réceptivité de la muqueuse conjonctivale, 
les auteurs (4) concluaient que « tant que ces muqueuses con- 
servent leur intégrité anatomique, elles s opposent a la diffusion 
du germe; mais, dés qu’elles sont lésées, soit par traumatisme, 
soit par un processus inflammatoire quelconque (en l’occurrence 
Vaction de l’huile de croton), elles cessent de constituer une 
barriére infranchissable ». | 


(4) Piotz. Bull, Acad. de Méd., 144, 1934, p. 721. 

(2) Toomgy. Proc. Soc. exper. Biol. and Med., 34, 1934, p. 680 
(3) Levapitr et Harvisr. C. R. Soc. Biol., 83, 1920, p. 674. 

4) Levapiti et Harvier, Ces Annales, 36, 1922, p. 4. 
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Par la suite, se servant de souches herpétiques plus viru- 
lentes et mieux acclimatées au lapin, Levaditi et ses collabora- 
teurs ont constaté que de tels traumatismes ou lésions inflam- 
matoires n’étaient nullement indispensables. « Actuellement, 
dit Levaditi (1), notre souche herpéto-encéphalitique étant, par 
suile de passages répétés sur le lapin, devenue éminemment 
neurolrope, nous réussissons a conférer plus fréquemment 
Yencéphalite en déposant le germe dans les narines ». Ces 
constatations ont été confirmées par Da Fano (2), Flexner et 
Amoss (3), Remlinger et Bailly (4), et complétées par Mc Kin- 
ley (5), lequel a expérimenté sur le cobaye. D’aprés ce chercheur, 
cette espéce animale est susceptible de contracter l’encéphalite 
herpétique par instillations de virus dans les fosses nasales 
(passages névraxiques posilifs). Le succés dépend de la virulence 
de la souche utilisée et de ses affinités neurotropes (6). Si l’on 
ajoule le fait que, souvent, la kérato-conjonctivite herpétique, 
suivie d’encéphalite, s’accompagne de rhinite, on est autorisé & 

conclure que la muqueuse naso-pharyngée constitue, chez le 
— lapin et le cobaye, une porte d'entrée favorable ala pénétration 
du germe dans Uorganisme. 

Malheureusement, aucun fait expérimental précis n’est venu 
enrichir nos connaissances au sujet du mécanisme qui préside 
G la dispersion du virus herpéligue mis au contact de la muqueuse 
naso-pharyngée. En cela, nous sommes en retard sur les données 
concernant la poliomyélite, d’ou lutilité des essais faisant 
Pobjet du présent Mémoire. Tout ce que nous savons, c’est que 
la muqueuse nasale des lapins qui succombent & une encépha- 
lite herpétique conférée par inoculation transcranienne, peut 
contenir le virus [filtrats pathogénes, Levaditi et Harvier (7)|. 
Il a été établi, d’autre part, que Vintroduction du germe dans 
la trachée, peut conférer la maladie, quoique inconstamment 
[Levaditi et Harvier (8)]. 


(1) Levaorti. L’Herpés et le Zona, Paris, Masson, éditeur, 1926, p. 129. 

(2) Da Fano. Journ. of Pathol. and Bact., 26,1923, p. 85(expériences de Perdrau). 

(3) Fexner et Amoss. Journ. exp. Med., 44, 1925, p. 357. 

(4) Remiincgr et Batty, Ces Annales, 40, 1926, p. 253. 

(5) Mc Kinuey. Proc. Soc. exper. Biol. and Med., 26, 1929, p. 699. 

(6) Liauteur a utilisé la souche isolée par M. Lefévre de Arric (souche 
Bruxelles), la méme qui nous a servi dans nos essais actuels. 

(7) Levapiri et Harvier. C. R. Soc. Biol., 83, 1920, p. 1140. 

(8) Levapitr et Hanvier, Ces Annales, 36, 1922, p. 24. 
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b) Voie digestive. — Les tentatives de transmission de 
V’infection herpélique au lapin par voie digestive, n’ont about, 
entre les mains de Levaditi et Harvier (doc. cat.) et de Teissier, 
Gastinel et Reilly (1), qu’a des résultats négatifs. Ultérieu- 
rement, Remlinger et Bailly (2) ont réussi & conférer l’encé- 
phalopathie herpétique en introduisant le virus de l’herpés 
par la sonde stomacale, surtout si l’on a soin de préparer les 
animaux par ingestions préalables de bile. Les expériences de 
Mc Kinley (3), entreprises sur le cobaye, ont abouti a des 
résultats analogues. En effet, l’auteur administre aux animaux, 
par la méme voie, de 44 5 cent. cubes d’émulsion névraxique 
virulente ; il constate que certains sujets contractent une encé- 
phalite (incubation de huit 4 dix jours), confirmée par des 
passages sur le lapin. Il en résulte que /a névraxite herpétique 
peut étre conférée au lapin et au cobaye par introduction du 
virus dans le tube digestif. 


Recherches personnelles. 


Nos investigalions se rapportent : 

1° Au mécanisme de la dispersion du virus herpétique dans 
Vorganisme, apres pénétration @ travers la muqueuse naso-pha- 
ryngee ; 

2° A étude de la réceptivité du lapin al égard du méme virus, 
administré par voie digestive. 


I. — Mécanisme DE LA DISPERSION 
DU VIRUS HERPETIQUE DANS L’ORGANISME, 
APRES PENETRATION A TRAVERS LA MUQUEUSE NASO-PHARYNGEE. 


Le lapin est parfaitement réceptif & Végard de infection 
_ herpétique par voie nasale. Ce fait, établi par les recherches 
antérieures de Levaditi et Harvier, Flexner et Amoss, Da Fano, 
Remlinger et Bailly (v. ci-dessus), est pleinement confirmé par 
nos expériences actuelles. 


(1) Tessier, Gastinet et Reiiiy, C. R. Soc. Biol., 94, 1924, p. 471. 
(2) Remvincer et Batty, Ces Annales, 40, 1926, p. 253. 
(3) Mc Kintey. Proc. Soc. exper. Biol. and Med., 26, 1928, p. 24. 
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Tecaniquz. — Une émulsion névraxique, préparée a l'aide d'un fragment 

d’encéphale provenant d'un lapin mort d’encéphalite herpétique (controlée 
histologiquement), est instillée dans les deux fosses nasales, 4 la dose 
denviron 1 cent. cube. L’instillation est répétée le lendemain et le surlende- 
main. En cas de décés, on controle la stérilité microbienne de l’encéphale, 
puis on effectue un passage névraxique sur un lapin neuf (inoculation trans- 
cranienne). Le résultat de lexpérience est vérifié par examen microsco- 
pique des centres nerveux. 
Le controle de la virulence de la muqueuse nasale et du poumon est réa- 
lisée par des inoculations d’émulsions de ces organes, soit Ala cornée (aprés 
scarification), soit sur le revétement cutané, soit, enfin, dans le cerveau 
(apres filtration). Par ailleurs, des tampons d’ouate sont introduits dans les 
narines, au moment ou l’animal commence & présenter des symptoOmes mor- 
bides, et laissés en place jusqu’A sa mort. La teneur en virus herpélique de 
ces tampons est appréciée par des inoculations cornéennes, effectuées sur 
d'autres animaux neufs. 

Enfin, le rdle des voies olfactives dans la propagation centripéte du virus, 
est étudié grace 4 Vutilisation d’une technique opératoire, dont voici les 
détails : on pratique une trépanation dans la région frontale, de maniére a 
ce que louverture corresponde a l’emplacement exact du bulbe olfactif. A 
Taide dune tige chauffée a blanc, on détruit ce bulbe, puis on remplil la 
cavité avec de la cire golaz. Suture de la plaie. Aprés un intervalle de huit 
jours, on infecte l’animal par instillation nasale, on enregistre les résultats 


de linoculation, puis on vérifie anatomiquement la destruction du bulbe 
olfactif. 


Voica une expérience type de contamination par voie naso- 
pharyngée : 


Expkniencs. — Emulsion névraxique préparée avec le cerveau du lapin 459 X, 
inoculé avec la souche herpétique Bruxelles, isolée par M. Lefévre de Arric 
(lésions caractéristiques intenses). Trois instillations nasales quotidiennes 
au lapin 464X. Le sixiéme jour, hypersalivation, opisthotonos, mouvements 
désordonnés des membres antérieurs. Mort le septitme jour. Culture du 
névraxe stérile. Examen histologique du cerveau : méningite monocytaire des 
septums, périvascularite lymphocytaire, altérations typiques des neurones 
(caryo-oxyphilie). Des passages sont effectués aux lapins 474X (voie céré- 
brale) et 473 X (voie cornéenne). Le premier de ces animaux succombe le 
troisiéme jour (lésions positives intenses), le lapin 473 X fait de la kératite 
herpétique et meurt le dixiéme jour (altérations caractérisliques). 


Cette expérience montre que /e virus herpétique B, administré 
au lapin par instillation nasale, tut ARLES une encéphalite 
mortelle en sept jours. 

Nous résumons, dans le tableau I, l'ensemble de nos essais, 
peas au pyecéaent. 
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Tasteau I. — Réceptivité du lapin 
a légard de lJinstillation nasale du virus herpétique. 


ALTERATIONS Rees RESULTAT 
: PASSAGES R 
néyraxiques des passages 


NUMERO 


; MORT LE : 
du lapin : 


ROSX Coa vung jour. Typiques. Cérébral. | Positif (4° jour). 

G13 Naw ees se jour. ase Cérébral. Posilif (4¢ jour). 

Ee. Gs eee jour. Méningées. Cornéen. |Posilif ese jour). 
( 


GEE Xe> wee ot Se our. Typiques. Cérébral. |Positif (4¢ Jour) 
GS TIX ens thee jour. Typiques. Cérébral. |Positif (4¢ jour) 
TLOOENC es jour. Typiques. oes ae , 
ROWEXO Ree jour. Typiques. Cérébral. | Positif (3° jour). 
SOS Ascii so de jour. Typiques. Cérébral. |Posilif (4¢ jour). 
SOAR Rs ar jour. Méningées. 
CT AUGN Miss tetas > jour. Typiques. At: et 
ASDA vy woken ce Jour. Typiques. Cérébral. |Positif (4° jour). 
ABBA IRS yt i3 3¢ jour. Typiques. Cérébral. | Positif (3¢ jour). 
AY. ie eee jour. Typiques. Cérébral. | Posilif (5° jour). 
RGOAT To ee jour. Absence de lésions.| Cérébral. Positif (3¢ jour): 
BuOcA a td ties jour. Méningées. Cérébral. Positif (3¢ jour). 
AG OIAG Tio Soc 8° jour. Typiques. Cérébral. | Positif (3° jour’. 
AGA tele teice LOU Typiques. Cérébral. |Posilif (3¢ jour). 


Le tableau I montre que 17 tentatives de transmission de 
Vinfection herpétique au lapin par instillaticn de virus dans les 
fosses nasales, ont fourni 17 résultats positifs (100 p. 100). Les 
animaux ont succombé du sixiéme au treizi¢me jour (le plus 
souvent en sept a huit jours) aprés la premiére administration 
intranasale, ayant présenté des signes typiques d’encéphalite : 
opisthotonos, mouvements désordonnés, paralysies. Leur cer- 
veau était, dans la grande majorité des cas, le siége d’altéra- 
tions méningées, vasculaires et neuroniques typiques. (a et 1a, 
cependant, certains sujets n’offraient que des lésions discrétes, 
intéressant principalement la pie-mére; dans un cas(lapin 458 A), 
Yencéphale était virulent, quoique exempt de modifications 
histologiques apparentes (1). Enfin, chez tous les lapins conta- 
minés par voie nasale, le virus a pu étre mis en évidence dans 
le névraxe, & l'aide de passages cérébraux effectués sur des 
lapins neufs. Ceux-ci ont succombé du troisiéme au quatri¢me 
jour (exceptionnellement le cinquiéme jour), la durée de leur 
encéphalopathie étant plus courte que celle de sujets conta- 
minés par voie nasale. 

La souche B n’est pas la seule & engendrer l’encéphalite her- 


(1) Nous retrouvons cette particularité au cours de nos expériences. 
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pétique, lorsqu’elle est instillée dans le naso-pharynx. Tous les 
échantillons en notre possession, se sont comportés de méme; 
exemple les essais suivants : 


a) Souche E. — Lapin 785 X. Mort le quatorziéme jour. Altérations intenses 
caractéristiques. Passage cérébral au lapin 979X; résultat positif le qua- 
triéme jour. 

b) Souche N. — Lapin 788 X. Mort le huitiéme jour. Lésions méningées dis- 
cretes. Passage cérébral au lapin 982 X; résultat positif aprés six jours. 

c) Souche J. V. — Lapin 904X. Mort le neuviéme jour. Altérations typiques. 
Passage au lapin 968 X; résultat positif le septiéme jour. 


Quelle est, de ce point de vue, la réceptivité du cobaye, de la 
sourrs et du senge? En ce qui concerne l’espéce cobaye, nous 
avons é6ié moins heureux que Mc Kinley (doc. cit.) ; en effet, 
aucun de nos animaux, contaminés par voie nasale, n’a réagi. 
Il en fut de méme d’un singe (Macacus cynomolgus n° 803), 
ayant recu deux séries de trois instillations dans les narines (1). 
Quanta la seures blanche, une de nos expériences a prouvé qu'il 
est possible de lui conférer l’encéphalite herpélique par voie 


~nasale : 


Expérience. — Les souris n° 7, 8 et 9 regoivent trois instillations nasales 
quotidiennes. [.a souris n® 7 est sacrifiée le vingt-cinquiéme jour. Absence 
daltérations herpétiques et passage négatif. La souris n° 8 offre de l’hyper- 
salivaiion et succombe le huitiéme jour. Pas de lésions caractéristiques, 
mais passage positif au lapin 480X (mort le quatri¢me jour, modifications 
histologiques caractéristiques). La souris n° 9 survit. 


Ainsi, parma les quatre espéces animales examinees, lapin, 
cobaye, singe (Macacus cynomoicus) et souris, le lapin s'est 
révélé le plus réceptif du point de vue de la pénétration du 
virus herpétique a travers la muqueuse naso-pharyngée et de sa 
dispersion vers le systéme nerveux central. 

La concentration de Vémalsion névraxique en unités viru- 
lentes, joue-t-elle un role appréciable, du point de vue de la 
transmissibilité de Vinfection par les voies aériennes supé- 
rieures ? 


(1) On sait que cerlaines espéces de singes (Cercopithecus callithrix, Cebus 
olivaceus) sont suscepltibles de contracter l’encéphalite herpétique aprés ino- 
culation du virus dans l’encéphale [Cf. les expériences de Levapits, L&pine et 
Scnoen, Acla med. Scandinavica, 71, 1929, p. 192; de Zinsser, Journ. exp. Med., 
49, 1929, p. 661; de Mc Kinney et Dovetass, Journ. of inf. Diseases, 47, 1930, 
p» O11). 
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Des dilutions d’émulsion cérébrale, provenant du lapin 756 X, ont été pré- 
parées a la concentration de 1/10 et 1/100. Des instillations avec l’émulsion 
concentrée et ces deux dilutions ont été effectuées, A trois reprises diffé- 
reutes, aux lapins 781 X (4/100), 782X (4/10) et 783X (concentrée). Les trois 
sujets sont morts, respectivement, les septitme, septiéme el sixiéme jours 
(examen histologique et passages positifs). 


Il en résulte que dans les limites des concentrations choisies 
(1/10 et 1/100), la teneur de UV'émulsion herpétique cérébrale en 
germes ne semble influencer ni la durée, ni lévolution de 
Uencéphalopathie conférée par voie naso-pharyngée. 


* 
» # 


Etant donné l’excellent matériel d’expérience que nous fournit 
Vinfection nasale herpétique du lapin, nous avons entrepris 
Vétude du mécanisme présidant ala pénélration du germe par 
les muqueuses naso-pharyngées et & sa dispersion vers le 
névraxe. Pour ce faire, nous avons examiné, dune part, la porte 
d’entrée, en Voccurrence la muqueuse nasale et ses sécrétions ; 
d’autre part, le chemin que suit le germe pour atleindre les 
centres nerveux encéphaliques. 


Premiére question : La muqueuse nasale des sujets infectés 
par introduction du virus dans les cavités du nez, est-elle viru- 
lente? Montre-t-elle des altérations en rapport avec la présence 
du virus dans les éléments anatomiques qui la constituent? Le 
germe peut-u étre décelé dans les sécrétions quelle élabore? Or, 
voici ce que répond l’expérience a ce sujet : 


1° VIRULENCE DE LA MUQUEUSE NasALE. — Le dépistage du 
virus de la muqueuse nasale peut se faire, soit par inoculations 
transcraniennes d’extraits préalablement filtrés, soit par des 
scarifications cornéennes, au moyen d’émulsions non épurées 
par la filtration. Afin d’éviter l'appauvrissement en germes 
résultant de cette filtration, nous nous sommes adressés & la 
seconde de ces techniques. La présence d'unités virulentes 
dans la muqueuse nasale, aprés inoculation 4 la cornée, se 
révéle par l’éclosion d’une kératite spécifique, suivie d’encé- 
phalopathie herpétique. La kératite seule, tout en étant un 
indice d’infectiosité, peut, cependant, induire en erreur, du fait 
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de la présence, & la surface du revétement muqueux, de 
microbes d’association jouissant de propriétés kératogénes. Le 
seul critére indiscutable est donc l’encéphalite consécutive. 
Ceci étant, voici les résultats de nos expériences : 


Expfrienck 14. — Emulsion névraxique du lapin 439X; trois instillations 
nasales sont effectuées au lapin 463 X. L’animal succombe le sixiéme jour. 
Son encéphale est virulent et lésé (passage au lapin 481 X, mort d’encépha- 
lite le quatriéme jour). La muqueuse nasale du lapin infecté est administrée, 
par voie cornéenne, au lapin 482X. Celui-ci survit; sacrifié le quarantitme 
jour, il se révéle exempt d'encéphalite. 

Résultat : Lexlrait de muqueuse nasale n'est ni kératogéne, ni encéphalito- 
gene. 


Exeérience 2. — Virus provenant du lapin 604 X; trois instillations nasales 
au lapin 613 X. L’animal succombe le huitiéme jour (encéphale virulent). La 
muqueuse nasale, disséquée, est administrée, par voie cornéenne, aux 
lapins 648 X et 649X. L’un de ces animaux est mort le dix-neuviéme jour 
(absence d’altérations cérébrales et de virulence), l'autre survit. Son encé- 
phale, examiné ie vingt-sixiéme jour, se révéle normal. 

Résultat : L'extrait de muqueuse nasale nest ni keratogéne, ni encéphalito- 
gene. 


Exeérience 3. — Emulsion névraxique du lapin 444A; trois instillations 
nasales effectuées au lapin 457A. L’animal succombke le huitiéme jour. Son 
cerveau, nettement altéré, est inoculé, avec succés, au lapin 485A (mort le 
cinguiéme jour, lésions positives). La muqueuse nasale du lapin infecté est 
disséquée et administrée, par voie cornéenne, aux lapins 486A et 487A. Les 
deux animaux survivent. Sacrifiés Je vingt sixiéme jour, ils se montrent 
exempts d’altérations névraxiques, quoique l’un et l’autre aient présenté 
des signes nets de kératite. 

Résultut : Lextrait de muqueuse nasale est kératogéne, mais non encéphalito- 
gene. 


Expérience 4. — Emulsion cérébrale virulente provenant du lapin 444A. 
Trois instillations nasales effectuées au lapin 458A. Celui-ci succombe le 
sixiéme jour. Absence d’a/terations cérébral-s visibles, mais virulence positive 
(passage au lapin 467A, mort d’encéphalite le troisiéme jour). La muqueuse 
nasale du lapin infecté est administrée, par voie cornéenne, aux lapins 468A 
et 469A. Ces animaux réagissent par une kératite intense et succombent, l’un 
le neuviéme jour, l autre le treiziéme jour. Leurs encéphales, plus ou moins 
altérés, renferment du virus (passages positifs sur les lapins *81A et 698A, 
morts le troisiéme jour; lésions caractéristiques intenses) [voy. schéma 1]. 

Résultat : L’extrait de muqueuse nasale est, a la fois, kératogéene el encépha- 
litogéne. 


Expértence 5. — Virus provenant du lapin 444A. Trois instillations nasales 
effectuées au lapin 459A. Celui-ci succombe le sixiéme jour. Son cerveau, fai- 
blement lésé, contient le germe de Iherpés (inoculation positive au 
lapin 470 A, mort d’encéphalite le troisiéme jour). La muqueuse nasale, dissé- 
quée, est administrée, par scarification cornéenne, au lapin 472A. Celui-ci 
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réagit par une kératite intense et succombe d’encéphalopathie herpétique le 
seiziéme jour (passage positif au lapin 721A, mort le troisiéme jour). : 

Résultat : L’extrait de muqueuse nasale est, & la fois, kératogéne et encéphali- 
togéne. 


Expértence 6. — Virus provenant des lapins 688 et 689 X. Trois instillations 
nasales effectuées au lapin 703 X. Celui-ci succombe le cinquiéme jour. Légé- 
rement altéré, son cerveau est virulent (passage positif au lapin 108A). La 
muqueuse nasale, disséquée, est administrée, par voie cornéenne, aux 
lapins 80A et 81A. Tous deux réagissent par une kératite intense. Le pre- 


Nort le 6£ your 


4694 


Mort le /3¢y. 


Mort le 3$ sour 


Mort le 3? your Mort le 3€ jour 


ScueEma 4. 


mier succombe le quatorziéme jour (altéraltions herpéliques manifestes), le 
second meurt le huitiéme jour (mémes altérations). 

Résultat : L'extrait de muqueuse nasale s'est révélé a la fois kératogene et 
encéphalitogene. 


EXPERIENCE 7. — Trois instillations nasales effectuées au lapin 705 X. Celui-ci 
succombe le sixiéme jour (lésions intenses caractéristiques de l’'encéphale). 
La muqueuse nasale, disséquée, est administrée aux lapins 82A et 683A. 
Ceux-ci réagissent par une intense kératite et succombent, respectivement, 
le septiéme et le neuviéme jour. Leurs encéphales, spécifiquement altérés, 
se montrent virulents (inoculation positive aux lapins 138A et 150A, morts le 
troisiéme et le deuxiéme jour) [voy. schéma 2]. 

Résultat : Lextrait de muqueuse nasale s'est révélé a la fois kéralogéne et encé- 
phalitogéne. 


L’ensemble de ces essais prouve que le virus herpétique peut 
étre décelé dans la muqueuse nasale des lapins contaminés par 


_ 


VIRULENCE DE L’ULTRAVIRUS HERPETIQUE 405 


vote naso-pharyngée, sa présence se traduisant, soit par la 
faculté dengendrer une kératite inflammatotre (cing fois sur 
sept essars), suit par des propriétés & la fois kératogénes et encé- 
phalitogénes (quatre fois sur sept). 


2° PRESENCE DU VIRUS DH L’HERPES DANS LES SECRETIONS NASALES. 
— Le germe herpélique s’élimine par les sécrétions du nez. 
En voici la preuve : des tampons d’ouate sont placés dans les 


Mort le 3? jour 


Scukma 2. 


narines de lapins infectés par voie nasale, quelques jours avant 
que l’encéphalopathie se déclare chez eux. Ils sont retirés au 
moment de la mort de l’animal, et servent a infecter d’autres 
Japins par voie cornéenne ou intranasale. 


Expérience 1. — Emulsion cérébrale virulente provenant du lapin 3A. Trois 
instillations nasales effectuées au lapin 704 X. Celui-ci succombe le cinquiéme 
jour et présente de légéres altérations encéphalitiques. Veux jours avant sa 
mor!, des lampons sunt placés dans les narines. L'un de ces tampons, retiré au 
moment du décés, est introduil dans les fosses nasales du lapin 864A; 
L’animal survil; sacrifié le soixante quatriéme jour, il se révéle exempt de 
lésions névraxiques. Le second tam.on sert a inoculer, par voie cornéenne, 
le lapin 87A. Celui-ci réagit par une kératite inflammatoire et meurt, sans 
modifications histologiques de l’encéphale, le huititme jour. Névraxe viru- 
lent (passage posilif au lapin 144A, mort d’encéphalite le quatriéme jour). 

Résultut : Présence du virus herpélique dans les sécrétions nasales. 
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Expérigence 2. — Méme virus. Trois instillations nasales effectuées au 
lapin 708 X. Celui-ci succombe le sixiéme jour (lésions spécifiques et viru- 
lence du cerveau). Un jour avant le décés, on introduit des tampons dans les 
narines. Ces tampons se révélent inefficients par introduction dans les 
fosses nasales du lapin 85A, mais provoquent une kératite inflammatoire 
apres inoculation cornéenne au lapin 84A. En effet, ce lapin succombe le 
treizitme jour; son encéphale, spécifiquement altéré, se montre virulent 
pour le lapin 165A (mort d’encéphalile herpétique le cinquiéme jour). 

Résultat : Présence du virus herpélique dans les sécrétions nasales. 


Expérience 3. — Emulsion virulente provenant du lapin 444A. Trois instilla- 
tions nasales effectuées au lapin 461 A. Celui-ci succombe le septi¢me jour 


fc.consranrin. 


Fic. 1. — Lapin 669X. Contamination par voie intranasale. Altérations inflam- 
matoires et dégénératives de la muqueuse du nez. Hémalun. Gross. : 80/1. 


(encéphale altéré et virulent, passage positif au lapin 476A, mort le troisitme 
jour). Vingt-quatre heures avant son décés, on introduit des tampons dans 
chaque narine. Ces tampons servent a infecter, par voie cornéenne, les lapins 
473A et 474 A. Ceux-ci réagissent par une kératite inflammatoire et succombent 
le septiéme jour. Leurs encéphales se montrent lésés et virulents (passages 
aux lapins 622 A et 623A, morts d’encéphalite le troisiéme jour). La muqueuse 
nasale de l’animal infecté est disséquée, puis administrée, par voie cor- 
néenne, aux lapins 477A et 478A. L’inoculalion est suivie de kératite et 
d’encéphalite (décés le septiéme et le neuviéme jour, passages positifs aux 
lapins 686A et 622A, morts tous deux d’encéphalite herpétique le troisieme 
jour). 

Résultat : Présence du virus herpétique dans ls sécrétions nasales d’un animal 
dont la muqueuse du nez s'est révélée virulente. 


_ 
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Quoique de tels résultats positifs soient tant soit peu incon- 
stants, en ce sens que, chez d’autres animaux, les sécrétions 
nasales absorbées par les tampons n'ont pas conféré l’encé- 
phalite aux lapins-tesls, alors que la muqueuse nasale était 
virulente, nous en.conclurons que le virus de herpes s élimine 


Fic. 2. — hawin 665 X. Contamination par voie intranasale. Altérations inflam- 
matoires et dégénératives de la muqueuse nasale. Hémalun. Gross. : 650/1. 


parfois par le mucus nasal chez les lapins contaminés par vote 
naso-pharyngée. 


3° ALTERATIONS MICROSCOPIQUES DE LA MUQUEUSE DU NEZ. — Nous 
avons eu soin d’examiner microscopiquement la muqueuse 
nasale des lapins infeclés par voie naso-pharyngée, prélevée 
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apres la mort de l’animal. Un tel examen nous a permis d’y 
révéler des allérations dont l’intensité a varié d’un cas a l'autre. 
Elles consistaient en une desquamation de |’épithélium de 
recouvrement au niveau des cornets, de la cloison et de la 
paroi externe des fosses nasales, accompagnée d’hémorragies 
et d’exsudation fibrino-leucocylaire. Des fuyers riches en poly- 
nucléaires (en parlie caryolysés) et en lymphocytes étaient 
décelables dans la sous-muqueuse, foyers & disposilion nette- 
ment périvasculaire (Cf. fig. 1 et 2). De telles modilications 
histologiques sont fréquentes; toutefois, elles ont paru exister, 
alors que nila muqueuse, ni ses sécrétions n’étaient virulentes. 


I] ressort de ces conslatations expérimentales et histolo- 
giques, que le virus herpélique, intruduit dans les fosses nasales 
du layin, se localise dans la muqueuse nasale, sélimine pur les 
sécrétions de cette muqueuse et provoque des altérations micros- 
copiques intéressant soit [épithélium de recouvrement, svit la 
sous-muqueuse. L’ensemble de ces phénoménes nous engage a 
considérer le processus comme [expression d'une infection 
locale, véritable chancre dinoenlition, offrant plus d’une atia- 
logie avec la kéralite herpélique, et cela, d’autant plus, que 
dans les deux cas, la réaction am satu est suivie d'une disper- 
sion du virus vers les centres nerveux. Reste 4 préciser le 
chemin que parcourt le germe entre le chancre d inoculation et 
le névraxe. C'est ce que nous examinerons dans le paragraphe 
suivant. 


Deuxiéme question : Que/le est la voie suivie par le virus her- 
pétegue entire la porte entrée, représentée par la mugueuse 
nasu -pharyngée, et le systeme nerveux central? Entre les voies 
sanguine, lymphatique, celle des espaces sous-arachnoidiens, 
et celle des connexions nerveuses de cette muqueuse, nous 
avons choisi, de prélérence, en tant qu’objet détudes, Ja voie 
des nerfs. Tout ce que nous savons des affinités spécifiques des 
ultravirus neurolr pes, dont le germe de lherpés est un des 
représenlanls, nous incline & adupler ce choix. Considérant 
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linnervation de la muqueuse nasale, laquelle est tributaire du 
nerf olfactif et des ramifications du trijumeau et du sympathique 
cervical, nous nous sommes attachés surtout a l’étude de 
l'appareil olfactif. Envisageons, tour & tour, les altérations 
microscopiques de cet appareil, sa virulence et les effets de sa 


suppression opératoire. 


a) Aurérations. — Le bulbe olfactif est le siége de lésions 
inflammatoires et dégénératives chez les animaux contaminés 
par voie nasale. On y décéle des signes de méningite monocy- 
taire, de la périvascularite lymphocytaire, et, cd et la, une dégé- 
nérescence oxyphile des noyaux neuroniques. 


6) Virutence. — De telles altérations paraissent liées & la 
virulence du bulbe olfactif. Ainsi, chez le lapin 613X, ayant 
recu trois instillations nasales et mort le huitiéme jour (encé- 
phale spécifiquement lésé et virulent, voy. page 403), on pré- 
léve Je bulbe olfactif, que l’on inocule, par voie transcranieane, 
aux lapins 660X et 661X. Ceux-ci montrent des signes d’encé- 
phalite et succombent le cinquiéme jour. Leur névraxe offre 
des modifications histologiques caractéristiques. 


c) SUPPRESSION OPERATOIRE DU BULBE OLFacTIF. — A l’exemple 
de Brodie et Elvidge et de Schultz et Gebhardt (/oc. ctt., expé- 
riences sur la poliomyélite du singe), nous avons étudié les 
effets de la suppression opératoire du butbe olfactif sur issue 
de la contamination herpétique nasale, chez le lapin. Nous 
avons exposé ci-dessus (v. page 399) la technique vitilisée. 
Voici les protocoles de nos essais : 


Expérience 1. — Le lapin 662A est opéré le 30 mars 1934. Dix jours aprés, 
on lui instille dans les deux narines une émulsion névraxique virulente pro- 
venant du lapin 496A. L’animal succombe le huitiéme jour. L’encéphale, trés 
légérement altéré, est inoculé au lapin 727A. Celui-ci meurt le troisiéme jour 
d’encéphalite herpétique, contrélée histologiquement. Non-virulence de la 
muqueuse nasale du lapin opéré. 

Résultat.: la suppression du bulbe olfactif n'a pas fait obstacle a la aiverton, 
par voie nerveuse, du germe herpélique introduit dans les narines (schéma 3). 


Expérrence 2. — Méme dispositif expérimental, méme virus. Le lapin opéré 
(n° 663A) succombe le cinquiéme jour aprés l'instillation nasale. Son cerveau 
(trés légerement alléré) est inoculé, par voie transcranienne, au lapin 709A, 
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lequel meurt d'encéphalite herpétique le cinquiéme jour. Non-virulence de la 
muqueuse nasale du lapin opéré. 

Résultat : la suppression du bulbe olfactif n'a pas entravé la propagation, 
par voie nerveuse, du virus herpétique introduit dans le nez (schéma 3). 


Expértence 3. — Méme dispositif expérimental, méme virus. Le lapin opéré 
n* 666A, succombe six jours aprés l'instillation nasale. Son cerveau (trés 
légerement altéré) sert A inoculer le lapin 715A, lequel meurt le sixiéme 
jour d’encéphalite herpétique. Non-virulence de la muqueuse nasale du 
lapin 666A, 

Résultat : la suppression du bulbe olfactif n'a pas fait obstacle a la progres- 
sion du virus vers le névrazre, ches un animal contaminé ullérieurement par voie 
nasale, 


Expérience 4. — Méme dispositif expérimental, méme virus. Le lapin opéré 
n° 667A est contaminé, par voie nasale, dix jours aprés la destruction du 
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bulbe olfactif. Il succombe le quinziéme jour. Son cerveau, manifestement 
lésé (altération du type encéphalitique chronique), sert A inoculer le 
lapin 772A. Celui-ci succombe le quatriéme jour d’encéphalite, vérifiée histo- 
logiquement. Non-virulence de la muqueuse nasale du lapin opéré. 

Résullat : identique au précédent. 


ExpErtence 5. — Méme virus, méme dispositif expérimental. Le lapin 664A 
est opéré, puis contaminé par voie nasale, dix jours aprés l’intervention. 
Aucun effet. Deuxiéme infection nasale, trente-quatre jours aprés la premiére. 
L’animal succombe trois jours aprés la troisiéme instillation de cette derniere 
série. Examen microscopique : légére méningite monocytaire, aucune altéra- 
tion herpétique des neurones. Passage négaiif. 

Résultat : la suppression opératoire du bulbe olfactif semble avoir empéché la 


propagation, vers les centres nerveux, du virus herpélique administré par voie 
nasale. 


EXPERIENCE 6.— Méme virus, méme dispositif expérimental. Le lapin 665 A> 
opéré, puis infecté par voie nasale dix jours aprés la suppression du bulbe 
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olfactif, est mort le septitme jour, Son cerveau, exempt de lésions, s'est 
révélé non virulent. 

Ajoutons que deux animaux témoins, non opérés, n* 669A et 670A, ont 
contracté l’encéphalite herpétique et sont morts, respectivement, le septiéme 
et le sixiéme jour. 


Ainst, dans six expériences ott le bulbe olfactif a été supprimé 
chirurgicalement, deux lapins seulement ont paru rester a Labri 
de la contamination nasale. 


Avant de proposer une interprétation plausible des données 
expérimentales résumées ci-dessus, il nous semble utile de 
rappeler britvement nos connaissances sur les connexions 
nerveuses de la muqueuse du nez. Outre l’appareil sensoriel, 
représenté par les filets, le bulbe et le tractus olfactifs (inner- 
vation sensorielle), il y a lieu d’envisager l’innervation sensi- 
tive. Celle-ci est tributaire du trijumeau et assurée par le nerf 
ethmoidal en avant, par le nerf sphéno-palatin en arriére {Lau- 
rens (4)]. L’innervation vaso-motrice et sécrétoire est sous la 
dépendance du sympathique (filets nerveux émanant du sympa- 
thique carotidien). A cela s’ajoule le ganglion sphéno-palatin 
altaché au nerf maxillaire supérieur. 

Il en résulle que Jes échecs enregistrés dans nos essais 
peuvent s’expliquer, d’abord, par une destruction incompléte 
de l'appareil olfactif, la persistance de quelques filets centri- 
pétes et de rares neurones, pouvant, & la rigueur, assurer la 
progression du virus vers le névraxe. D’autre part, nous venons 
de voir que les connexions nerveuses de la muqueuse nasale © 
‘sont multiples, et que des ramifications tributaires du triju- 
meau et du sympathique en assurent également l’innervation. 
Le germe n’a donc que l’embarras du choix entre les multiples 
voies centripétes qui s’offrent a lui; aussi, la suppression, 
méme totale, de l’une d’elles, n’entraine-t-elle pas forcément 
le barrage de tous les chemins susceptibles de le conduire vers 
l’encéphale ou le bulbe. De 1a nos résultats négatifs. Ce qui 


(1) Laurens. Précis d'oto-rhino-laryngologie, Paris, Masson, édit., 1931, 
p. 483. Cf. également les études de Brookover (J. Comp. Neurol., 28, 1917, 
p. 2) et de Huser et Gurtp (Anat. Rec. 7 1913, p. 253), cités d’aprés Toomey 


(loc. cit.). 
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est plus étonnant, c’est de constater, avec Brodie et Elvidge, et 
Schultz et Gebhardt (/oc. cit.), qu'il en est autrement dans la 
poliomyélite expérimentale du singe. 


* 
¥* * 


Lorsqu’on inslille des émulsions névraxiques virulentes 
dans les fosses nasales du lapin, une partie du liquide s’écoule 
dans la cavilé pharyngée. Le virus pourrait étre aspiré ainsi 
dans la trachée et pénétrer dans le poumon. I/ y a.done lieu 
de rechercher si linfection herpétique consécutive a la contami- 
nation par voie nasale, n'est pas, en réalilé, dorigine pulmo- 
naire. Nous avons vu que, d'aprés les expériences de Levaditi, 
Harvier et Nicolau (doc. cz¢.), 'administration du virus herpé- 
tique par voie trachéale (1) peut conférer au lapin l’encépha- 
lite herpétique. Nos expériences actuelles confirment celte 
possibilité. En voici un exemple : 


Experience. — Virus provenant du lapin 787X. Inoculation intra-trachéale 
effectuée au lapin 907X. Celui-ci succombe le septiéme jour. Son cerveau 
confére l’encéphalopathie herpétique au lapin 967X (mort le troisi¢me jour). 


De tels résultats positifs ont été enregistrés deux fois sur 
quatre essais, d’ot il résulte que la vote trachéo-pulmonaire se 
préle, quoigue inconstamment, a la pénétration du virus herpé- 
tique dans l organisme. 

Or, de telles constatations plaideraient a priori en faveur de 
Yorigine pulmonaire de l’infection qui succéde & la contami- 
nation nasale du lapin par le germe de l’herpés. Toutefois, nos 
recherches concernant la virwlence du poumon leur enléve toute 
valeur démonstrative. En effet, dans plusieurs expériences, ou 
les poumons des animaux infectés par voie nasale ont été 
examinés du point de vue de leur activité pathogéne (inocula- 
tions cornéennes, cutanées et nasales), la présence du germe 
n'a été constatée qu’une seule fois (filtrat). La virulence pul- 
monaire est donc exceptionnelle, alors que la présence du virus 
(t) Cf. également les résultats relatés par Martani (Arch. f. Dermatol. u. 


Syphil., 147, 1924, p. 259), et par Veratri et Sata (Bull. Soc. Medico-chir. di 
Pavia, 36, 1923, fase. 4). 
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dans la muqueuse nasale est relativement fréquente [Cf. égale- 
ment les essais de Teissier, Gastinel et Reilly (1)]. 

Ainsi, rien n'autorise, actuellement, a considérer la vote 
pulmonaire comme jouant un réle effectif dans la dispersion du 
virus herpétique administré au lapin par instillation nasale. 


ConcLusions. — Le virus de herpés, introduit dans les narines 
du lapin, confére l'encéphalite herpéique. Le germe se localise 
sur la muqueuse du nez, sy multiplie et y engendre des aliéra- 
tions inflammatoires (rhinite herpétique). Ce processus local, 
véritable « chancre d inoculation », conditionne l’élimination du 
germe par les sécrétions du nes. La progression du virus vers les 
centres nerveux (NEUROPROBASIE CENTRIPETE) s’effectwe le /ong des 
connexions neurotiques du revélement muqueux des fosses 
nasales. Parmi ces connexions, lappareil sensoriel olfactif 
paratt jouer un réle effectif, quil partage, cependant avec les 
ramifications du trijumeau et du sympathique cervical. 


Il. — Vole pIGEstTIvE. 


Les données recueillies récemment par Levaditi, Kling et 
leurs collaborateurs Lépine et Hornus (loc. cit.) dans le 
domaine de la poliomyélite, nous ont engagés & enlreprendre 
étude du probléme de la pénétration du virus herpétique, 
apres administration per os. Voici le résumé de nos essais : 

4° Administration du virus herpétique par vote buccale : 


Expérience 1. — Une émulsion névraxique provenant du lapin 413 est admi- 
nistrée par la sonde gastrique (7 cent. cubes) et 4 trois reprises quotidiennes, 
aux lapins 436A, 437A et 438A. 

Le lapin 436A succombe le cinquiéme jour. Son encéphale présente de 
égéres allérations monocytaires méningées (absence de lésions herpétiques 
neuroniques); inoculé au lapin 447A, il provoque la mort en trois jours [encé- 
phalite herpétique caractéristique] (schéma 4). 

Le lapin 437 A meurt le neuviéme jour. L’encéphale, altéré spécifiquement, 
est virulent; inoculé au lapin 462A, il engendre une névraxite mortelle en 
trois jours. 

Le lavin 438 A meurt le quatriéme jour. Son cerveau, atteint de légere 
méningite monocytaire, est inoculé au lapin 446A, qui succombe d’encépha- 
lite herpétique le cinquiéme jour. 


(1) Tersstern, GastineL et Remy. C. R. Soc. de Biol., 91, 192%, p. 171. 
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Expérience 2. — Virus provenant du lapin 496A. Administration de 7 cent. 
cubes d’émulsion virulente au lapin 673 A (trois ingestions). Celui-ci succombe 
le septitme jour. L’examen histologique de son névraxe révéle la présence 
d'altérations herpétiques basilaires de l’encéphale et de poliomyélite anté- 
rieure (moelle lombaire). L’inoculation du cerveau au lapin 729A proyoque 
une encéphalite herpétique mortelle en cing jours; celle de la moelle épiniére, 
effectuée au lapin 730A, fournit un résultat identique (mort du lapin en trois 
jours). ; 


Expérience 3. — Virus provenant du lapin 496A. Premiére administration 
de 7 cent. cubes d’émulsion névraxique virulente au lapin 671 A (trois inges- 
tions). Aucun effet. Seconde administration per os de 7 cent. cubes, pratiquée 
vingt et un jours apres la premiére. L’animal succombe quatre jours apres 
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cette derniére infection per os. Son cerveau montre des altérations de ménin- 
gite monocytaire, mais point de lésions herpéliques neuroniques. Il est ino- 
culé au lapin 800A, alors que la moelle est administrée au lapin 801A. Le 
premier de ces animaux meurt le quatriéme jour, le second succombe le 
deuxiéme jour. Examen histologique de l’encéphale : altérations herpéliques 
typiques. 


Expfrignce 4. — Virus provenant du lapin 496A. — Premiére administration 
per os de 7 cent. cubes émulsion névraxique virulente au lapin 672A (trois 
ingestions). Aucun effet. Deuxiéme administration per os de 7 cent. cubes. 
L’animal succombe quatre jours aprés cette derniére ingestion. Son cerveau. 
offre des altérations de méningite monocytaire, mais pas de lésions herpé- 
tiques des neurones. Ilest inoculé au lapin 802A, qui succombe le cinquitme 
jour (altérations positives), alors que la moelle épiniére est administrée, par 
voie transcranienne, au lapin 803A. Celui-ci meurt le quatriéme jour (Iésions 
herpétiques marifestes). 


L’ensemble de ces essais montre que parmi les six animaux 
auxquels vous avons fait ingérer le virus herpétique, quatre ont 
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contraclé l’encéphalite aprés une premiere série de trois inges- 
tions quotidiennes (7 cent. cubes), et deux aprés une deuxiéme 
série (vingt jours apres la premiére). Il est donc hors de doute 
que s2 l'on a soin de s’adresser a une souche d’herpés éminem- 
ment virulente et parfaitement adaptée au lapin, il est possible 


de conférer Vencéphalopathie spécifique en administrant le virus 
par la sonde gastrique. 


* 
* ¥ 


Etant donnée la facilité avec laquelle on peut infecter le 
lapin, en déposant quelques gouttes de virus sur la muqueuse 
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Scnéma 5. 


naso-pharyngée, on peut supposer que dans les essais précé- 
dents, une trace de ce virus a pu humecter cette muqueuse, 
au moment de l’introduction de l’émulsion névraxique par la 
sonde stomacale. Dans ce cas, la dispersion du germe dans 
lorganisme s’effectuerait 4 partir de la muqueuse du naso- 
pharynx, et non pas du revétement épithélial gastro-intestinal. 
Afin d’éluder cette objection, parfaitement justifiée @ priort, 
nous avons eu soin d’introduire le virus directement dans la 
cavité stomacale, apres laparolomie. Voici ce que nous enseigne 
l’expérience & ce sujet : 


Experience. — Virus provenant du lapin 464A. 10 cent. cubes d’émulsion 
névraxique virulente sont injectés dans la cavité stomacale des lapins 495A, 
494A et 493A, en ayant soin de ne pas contaminer la cavité péritonéale. 

Le lapin 495 A succombe le vingti¢me jour. Son cerveau (stérile) offre des 
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allérations inflammatoires et neuroniques caractéristiques de la zone élec- 
tive et de la corne d’'Ammon. Chromatolyse des cellules pyramidales des 
cornes antérieures de la moelle épiniére. L'inoculation du névraxe au 
lapin 764A. provoque une encéphalopathie herpétique, qui tue J’animal en 
trois jours; celle de la moelle au lapin 765A, produit le méme effet en sept 
jours (schéma 5). 

Lapin 494 A. — Méme virus, méme procédé expérimental. L’animal, inoculé 
par voie intra-stomacale, succombe le treizi¢me jour. Examen histologique. Encé- 
phale: méningite monocytaire corticale. début de périvascularite, lésions inflam- 
matoires de lazone élective, allérations neuroniques oxyphiles, Moelle épiniére : 
périvascularite et chromatolyse au niveau de la substance grise des cornes 
antérieures. Voici le résultat des vérifications de la virulence névraxique : 

Encéphale : résultat positif; mort en trois jours du lapin-test n° 712A. 

Moelle épiniére : résultat negatif (lapin 7413 A). 

Sympatnique abdominal : résultat négatif (Schéma 5). 

Lapin 493A. — Méme virus, méme dispositif expérimental. L’animal, 
inoculé par voie intra-stomacale, survit. Il est contaminé sans succés par la 
sonde stomacale trois ingestions, virus du lapin 758A) vingt-six jours aprés. 
L’animal est infecté par voie nasale quinze jours aprés cette seconde tenta- 
tive (virus du lapin 848A). 11 succombe le huititme jour. Son cerveau est 
indemne d’altérations herpétiques; passage négatif. 


Conciustons. — L’introduction du virus de Lherpés dans la cavité stomacale du 
lapin, a determiné Vencéphalite spécifique dans deur cas sur trois essais. 


Nul doute possible : l’introduction du virus herpétique dans 
la cavité siomacale du lapin est sutme d'une dispersion du 
germe dans le névraze, ainst qu en témoigne la virulence de l'en- 
céphale et de la moelle épiniére de Vanimal inoculé. 

L’objection formulée il y a un instant se trouve ainsi 
éliminée : c'est bel et bien par la muqueuse digestive que /e virus, 
adminisiré per os, pénétre dans lorganisme pour envahir consé- 
cutivement le névraze. 


x 
rae 


Peut-on préciser le segment du tractus gastro-intestinal qui 
se préte a cet envahissement ? L’étude préliminaire de ce pro- 
bléme (étude que nous poursuivons) nous a montré que contrai- 
rement a ce qui a lieu lorsquwun introduit le virus herpetique 
directement dans lestomac, son injection dans wne anse de 
Pintestin gréle ne confére pas l'encépialopathie herpélique. 

Témoins les essais suivants : 


Expértence. — Virus provenant du lapin 382A. Inoculation de 40 cent. cubes 
émulsion névraxique dans une anse de l’intestin gréle aux lapins 410 4, ALA 
et 412A (toutes les précautions sont prises pour que le liquide injecié ne 
contamine pas la cavité péritonéale). 
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Lapin 410 A, — Aucun effet. L’animal est contaminé par la sonde stomacale 
(7 cent. cubes d’émulsion névraxique, a trois reprises) vingt-neuf jours apres. 
Il succombe le quarante et uniéme jour, non dherpés, mais de septicémie 
généralisée (absence de lésions cérébrales). 

Résullat: Vinoculation intra-intestinule n'a élé suivie d’aucune manifestation 
encéphalilique. 

Lapin 411A. — Méme virus, méme dispositif expérimental. L’inoculation 
intra-intestinale reste sans effet. Réinfection par voie buccale le vingt-neuvieme 
jour. Le lapin succombe cing jours aprés la premiére ingestion. L’encéphale 
révéle la présence de légéres allérations de méningite corticale lymphocy- 
taire. Son cerveau et sa moelle servent 4 inoculer les lapins 706A et 707A. 
Le premier meurt le cinquiéme jour, le second le troisitme jour, tous deux 
porteurs d’aliérations herpétiques caractéristiques. 
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Résuttat : Un animal qui a résisté a Vinoculalion du virus dans une anse de 
Vinlestin gréle, s'est montré réceplif a Végurd d'une contamination par la sonde 
gastrique. 

Lapin 412A, — Méme virus, méme disposilif expérimental. L’animal résiste 
a une premiére infection par voie intestinale. Deuxtéme infection par voie 
buccale (sonde gastrique) vingt-neuf jours aprés. Résuliat négatif. Troisiéme 
infection efjectuée de la méme maniére, le quarante-huiliéme jour (virus du 
lapin 758A). Aucun effet. Enfin, quatriéme inoculation par voie nasale, le 
soixante-troisitme jour. L’animal succombe le septi¢me jour. Altérations 
cérébrales caractéristiques et passage positif sur le lapin 844A (mort le troi- 
siéme jour) [Schéma 6]. 

Résultat : Un lapin, ayant résisté & une conlamination par voie inlestinale et 
& deur infections par la sonde gastrique, a contracté Vencéphalupathie herpélique 
aprés administration du virus dans les narines, 


L’ensemble de ces essais montre (tout au moins provisoire- 
ment) que inoculation du virus herpélique dans une anse de 
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Vintestin gréle ne provoque pas, chez le lapin, Vencéphalopathie 
spécifique. Une telle inoculation ne confére pas non plus Lim- 
munité a légard de la contamination per os (lapin 4114). 
Enfin, un sujet (lapin 412 A), réfractaire a des infections intes- 
finales et buccales, a contracté la névraxite herpétique aprés 
instillation de virus dans les fosses nasales (4). 


ll importe d’attirer l'attention sur le fait que chez la plupart 
des lapins inoculés avec succés par voie stomacale, l’encé- 
phale ne présentait que des altéralions discrétes, consistant en 
une méningite lymphocytaire du cortex et des septums, non 
accompagnée de lésions neuroniques herpétiques. La discré- 
tion de ces modifications histologiques n'exclut pas la viru- 
lence du névraxe, an contraire: de tels névraxes étaient, en 
effet, parfaitement virulents pour d’autres sujets neufs. 


Discussion et Conclusions. 


Il a été examiné dans ce Mémoire les possibilités de la conta- 
mination du lapin par le virus herpétique administré, d’une 
part, par voie naso-pharyngée, d’autre part, par voie digestive. 

En ce qui concerne la vote naso-pharyngée, ila été démontré 
que l’animal est, pour ainsi dire, constamment réceptif, si l’on 
a soin d'instiller le germe dans les fosses nasales (A une ou 
plusieurs reprises), quelles que soient la richesse de l’émul- 
sion en virus et les souches herpétiques utilisées. L’ultravirus 
de l’herpés se localise dans la muqueuse du nez, ot il provoque 
des altérations inflammatoires et dégénératives. Ces altérations 
conditionnent la virulence du revétement muqueux et des 
sécrétions que celui-ci élabore. Il se constitue, de Ja sorte, un 
foyer infectieux local, véritable chancre d’inoculation, offrant 


(1) Gelte expérience rappelle celles qu’ont réalisées, avec le virus poliomyé- 
litique chez le singe, Kune, Levapiti et Hornus (Bull. Acad. Méd., 444, 1934, 
p. 709). En effet, des simiens ayant résisté 4 des inoculations virulentes pra- 
tiquées dans une anse intestinale et per os, ont contracté la paralysie infan- 
tile aprés infection par les fosses nasales. 
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plus d'une analogie avec la kératite herpétique, et d’ou le germe 
se délache pour se diriger vers le névraxe. Le chemin parcouru 
par le virus pour atteindre les centres encéphaliques est celui 
des connextions nerveuses de ]a muqueuse naso-pharyngée. 
Parmi ces connextions, l’appareil sensoriel olfactif parait inter- 
venir effectivement, mais il n’est pas le seul & remplir un 
tel réle. Les ramifications sensitives du trijumeau et du sym- 
pathiyue peuvent s’y substituer. En somme, tout se passe ici 
comme lorsqu’on administre le virus herpétique par voie cor- 
néenne ; la rétine et le nerf optique d'une part (Levaditi, Har- 
vier et Nicolau, Joc. cit.), la branche ophtalmique du triju- 
meau [Blanc et Caminopetros (1), Howard (2), Friedenwald (3), 
Goodpasture et Teague (4), Marinesco et Draganesco (5°, etc. |, 
d’aulre part, se partagent la neuruprobasie centripéie. Des 
essais de vérificalion ont montré, d’ailleurs, que la voie trachéo- 
pulmonaire nintervient pas dans la dispersion du virus aprés 
instillation dans les cavités nasales. 

En ce qui concerne la vove degestive, il a été prouvé que le 
lapin est facilement contaminé lorsque le virus est administré 
par la sonde stomacale, ou par introduction d’émulsion névra- 
xique virulente directement dans |’estomac. Par contre, il semble 
résister 4 linoculalion dans une anse intestinale, sans qu'une 
telle inoculation confére |’état réfractaire. Peul-étre faut-il incri- 
miner ici le péristaltisme de l'intestin gréle, lequel, chassant le 
virus vers le colon, en rend l’absorption plus difficile (6). Peut- 
étre aussi faut-il accuser les réactions des sucs intestinaux, 
Vaction virulicide de la bile (7), et influence de la flore micro- 
bienne de l’intestin. Ce sont 1a autant de problémes que des 
recherches futures permettront de résoudre. 

En attendant, voici les conclusions que nos investigations 
actuelles permelttent de formuler : 


(1) Buanc et Caminoprrros. C. R. Soc. Biol., 84, 1921, p. 629. 

(2) Howarp, Trans. Amer. Med. Assoc. Phys., 17, 1902, p. 189; 20, 1905, p. 165. 

(3) FrigpenwaLb, Arch. of Ophthalmology, 52, 1923, p. 705. 

(4) Gooopasture et Tgacus, Journ. of Med. Res., 44, 1923, p. 39. 

(3) Marinesco et Dracangsco. Ces Annales, 37, 1923, p. 753. 

(6) Cf. les expériences sur la poliomyélite, relatées par Toomey (Proc. of Soc. 
exp. Biol. and Med., 34; 1934, p. 680). 

(7) La bile détruit in vitro le virus de Vherpés. Cf. Levaprri et Hanvisr, C. R. 
Soc. de Biol., 84, 19241, p. 388; Branc, Tsimmnaxis ect Camrinoperros, idem, 85, 
1921, p. 290. 
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Conctusions : 1° Le lapin est susceptible d’étre contaminé par 
le virus herpétique instillé dans les fosses nasales ; 

2° Le germe détermine, au niveau de la muqueuse du nez, des 
altérations locales virulentes (chincre d’inoculation) et s’é/z- 
mine par les sécrétions de cette muqueuse ; 

3° Pour atteindre les centres nerveux et y provoquer Vencé- 
phalopathie herpétique, le virus sutt les connextons nerveuses de 
la muqueuse naso-pharyngée, en particulier lapparetl olfactif, 
le triyumeau et le sympathique cervical (neuroprobasie cen- 
tripéte) ; 

4° L’apparetl trachéo-pulmonaire ne semble pas intervenir 
dans la dispersion du germe administré par instillations nasales ; 

5° Il est possible de contaminer le lapin per os et par inocu- 
lation du virus dans la cavité stomacale ; 

6° Par contre, il parait difficile, sinon impossible, d'engen- 
drer Vinfection herpétique du névraxe, en introduisant le germe 
dans une anse de lintestin gréle. 


RECHERCHES SUR L’IMPORTANCE DU MANGANESE 
POUR LES ANIMAUX (1) 


par MM. GazsrteL BERTRAND et Hirost NAKAMURA. 


Continuant & utiliser la technique que l’un de nous avait 
inaugurée avec B. Benzon en 1922, en vue d’établir, par une 
méthode directe, importance du zinc dans la vie animale (2), 
technique que nous avions appliquée plus tard avec succés au 
cas du fer(3), puis du nickel et du cobalt (4), nous avons cherché 
s'il était également possible de mettre en évidence le réle du 
manganése. 

Nos nouvelles expériences ont été effectuées sur six séries 
d’animaux et ont comporté, dans l’ensemble, 34 individus. 
Toutes les particularités et toutes les précautions déja décrites 
& propos du zinc, du fer, du nickel et du cobalt ont été scrupu- 
leusement suivies : purification minutieuse des aliments, utili- 
sation exclusive d'individus d'une méme portée dans chaque 
série d’expériences, emploi d’un bocal en verre spécialement 
aménagé au lieu de cage, etc. Le mélange nutritif est resté 
celui de G. Bertrand et B. Benzon, avec ou sans manganése, 
mais additionné de nickel et de cobalt, aux doses que nuus 
avons indiquées dans notre derniére publication. 

2 jeunes souris n’ont pu s’adapter au régime auquel nous les 
avons soumises et sont mortes d’inanition les premiers jours. 
4 autres ont présenté, au contraire, cette singuliére résistance 
a la privation totale de vitamines reconnue au cours des 
recherches antérieures (5) et nous avons élé obligés, par éco- 


(1) Un extrait de ce mémoire a été publié dans les C. R. Ac. Sc., 186, 1928, 

. 1480. 
j (2) G. Bertranp et B. Benzon. Ces Annales, 38, 1924, p. 405 et p. 449; Bull. 
Soc. Chim. biol., 6, 1924, p. 203 et p. 394. 

(3) G. Berrranp et H. Nakamura. Ces Annales, 39, 1925, p. 698; B. Soc. Chim. 
biol., 7, 1928, p. 933. 

(4) G. Bextranp et H. Nakamura, note C. R. Ac. Sc., 185, 1927, p. 321, et 
mémoire Ces Annales, 53, 1934, p. 371. 

(5) G. Bertaanp et B. Benzon. Bull. Soc. Chim. biol., 6, 1924,fp. 394; Ces Annales, 
38, 1924, p. 449; G. Bertrano et H. Nakamura. Bull. Soc. Chim. ‘biol., 7, 1925, 
p. 942; Ces Annales, 39, 1925, p. 708. 
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FOIDS whetaibeta 3 ALIMENT 

ones consommé 
en 

grammes 


SURVIE 


en jours 


Au début A la mort 


Stnm A. — Débutant le 23 avril 1927 avec des souris blanches 
nées le 81 mars 1927 (dgées de vingt-trois jours). 

= Nh 1 (femelle). .| 11,30 10,05 48,60 | 24 

etme Ne 2(male). . .| 10,30 7,70 36,40 | 20 

cian ao ni 3 (male)... 9,30 6,80 40,60 | 22 

°4 (male). . .| 14,40 5640 39,90 | 26 

Avee ° 5 (femelle). 10,20 8,10 34,00 |} 20 
manganése. ° 6 (male)... 9,50 8,50 2,30 5 (inanition). 

Ne (male). ..| 8,75 7,60 37,60 | 23 
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IS 


Es 
FEC 
0 
nomie, d’interrompre leur alimentation artificielle aprés qua- 


rante a cinquante jours. Le signe & les désigne dans le tableau 
ci-dessous, qui résume la totalité des résullats obtenus ; 


ammes 
aoe 


gr 


Poids en 


a en jaurs 


{ 
& 
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s 
POIDS DRS SOURTS ALIMEN'T 


en grammes Consommne SURVIE 
en : 
grammes os pours 
Au début | A la mort 
Série B. — Débutant le 9 mai 1927 avec des souris blanches 
nées le 17 avril 1927 (dgées de vingt-deux jours). 

Ne 8 (male). . . 8,60 (1) co (> 50) 
{Sans No 9 (femelle). .| 7,60 6,80 | 34,20 | 49 
manganese. ( No 40 (femelle) . 6,80 5,70 341,30 | 33 
Avec No 4{ (male) .. 8,40 7,50 53,60 | 36 
manganése. | Ne 12 (femelle) . 8,30 5,80 26,70 | 24 


(1) Liexpérience avec l’aliment artificiel a été interrompue a partir du cinquanticéme 
jour. Quantité d’aliment consommée : 103 gr. 6. 
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20 
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POIDS DES SOURIS 


en grammes pera ca a SURVIE 
AS en jours 
Au début | A la mort 
Série C. — Débutant le 27 mat 1927 avec des souris blanches 
nées le 6 mai 1927 \dgées de vingt et un jours). 
Sans N° 13 (male) . 7,00 5,10 34,80 | 24 
manganese. | N° 14 (male) . . 5,90 4,80 28,40 | 28 
Avec No 15 (male) . . 7,90 5,10 31,20 | 30 
manganese. { Ne 49 (femelle) - 6,20) 5,00 29,30 | 30 
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POIDS DES SOURIS 


ALIMENT 


en grammes Sonsomins SURVIE 
rank this en jours 
Au début | A la mort 
Série D. — Débutant le 8 juin 1927 avec des souris blanches 
nées le 19 mai 1927 (dgées de vingt et un jours). 
el DALE) aro 7,60 (41) co (> 45) 
ast Ned 8 (male) ..| 6.60 (2) | oo (S48) 
MANS ONCE< (No. 49) (femelle 05) 60 4,59 37,20 | 2t 
Ne 20 (male) . .| 7,30 4,80 41,60 | 33 
Avec Ne 21 (male). . 7200 490 | 21/80 | 22 
MAR ZANCE Si s9 6,410 5,80 (3) oo (> 40) 


(1) L'expérience avec l'aliment artificiel a été interrompue a partir du quarante-cin- 
quiéme jour. Quantité d’aliment consommée : 82 gr. 8. 

(2) L’expérience avec l'aliment artificiel a été interrompue a partir du quarante-cin- 
quiéme jour. Quantité d’aliment consommée : 55 gr. 6. 

(3) L’expérience avec l’aliment artificiel a été interrompue a partir du quarantiéme 
jour. Quantité d’aliment consommée : 57 gr. 5. 
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| POIDS DFS SOURIS 


en grammes Maree Le 


consommé 
en 
grammes 


SURVIE 


en jours 


Au début A la mort 


Séerzg E. — Débulant le 8 juin 1927 avec des souris hlanches 
nées le 18 mai 1927 (dgées de vingt et un jours). 


S ( No 23 (femelle) . 9,20 6,70 30,80 | 19 

ans — \ No 94 (male) . . 7,80 5,10 33,50 | 27 

Man paneser No 25 (male) x. 7,30 6,70 58,10 | 32 

Ne 26 (femelle) . 8,80 5,60 32,80 | 30 

Ne 97 (femelle) . 7,70 5,30 28,80 | 32 
Ne 28 ( 


Avec 


manganése. femelle) . 6,70 520 33,50 | 24 
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PO[DS DES SOURIS ALIMENT 

eu grammes consommé 
en 

grammes 


SURVIE 


en jours 


Au début A la mort 


Striz F. — Débutant le 24 juin 1927, avec des souris blanches 
nées le 3 juin 1927 (dyées de vingt et un jours). 
Ne 29 (male) . . 7,10 6,50 0,00 2 (inanition). 
Sans) No 30 imate) cei 820 5/20 34,90 | 25 
manganese. / No 31 (femelle) .| 4,90 4,70 27,60 | 23 
( No Be (femelle) . 6,80 5,50 29,00 | 24 
Avec 


No 33 (femelle) .| 6,20 5740 44°20 | 34 
manganese: / No 34 male) Me 560 4,80 30,90 | 26 
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Yoids en gramme 
1) 


Survie enjours 


Mis & part les deux individus morts d’inanition et Jes quatre 
dont la résistance exceptionnelle ne permet pas de tenir compte, 
il nous est resté 13 souris alimentées sans manganbse avec une 
survie moyenne de vingt-quatre jours quatre dixiémes et 
15 souris ayant regu du manganése dont la survie moyenne a 
élé de vingt-sept jours quatre dixiémes. 

Comme dans les recherches anlérieures, nous avons constaté 
qu'une partie du métal en expérience avait été retenue par 
lorganisme des jeunes animaux. En opérant sur 13 individus 
des lots nourris sans manganése et sur 15 individus des lots 
nourris avec manganése, nous avons dosé, en moyenne : 


MANGANESE 
en milligrammes par 


CHEZ LES SOURIS ALIMENTEES 


kilogr. 


kilogr. 
frais 


souris 
de cendres 


kg.-sec. 


Sans manganése 1,48 
Avec manganése 368 16,60 


Il avait été reconnu que le manganése, partout présent chez 
les plantes (1), est indispensable au développement de la 


(4) Voir notamment G. Berrranp et M. Rosensiatt, Ces Annales, 35, 1924, 
p. 815; Bull. Soc. Chim. (4), 29, 1921, p. 910. 
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matiére végétale (1); les nouveaux résultats que nous publions 
aujourd’hui, joints & ceux que Mac Hargue a récemment obtenus 
avec le rat, en employant une technique trés voisine de la 
notre (2) s’accordent avec l’idée que le manganése, partout pré- 
sent chez les animaux (3), intervient aussi dans l’ensemble des 
échanges nutritifs de la matiére animale. 


({) Voir notamment G. Brrrrann, Ces Annales, 26, 1912, p. 773; Bull. Soc. 
Chim. (4), 11, 1912, p. 494. 

(2) Mac Hareour. The Amer. Journ. of Physiology, 77, 1926, p. 245. 

(3) G. Bertrann et M. F. Mepicreceanu, Ces Annales, 26, 1912, p. 1013 et 27, 
1913, p. 1; Bull. Soc. Chim, (4), 41, 1912, p. 665 et p. 857. 


DE L’ACTION DES SECRETIONS STAPHYLOCOCCIQUES 
SUR LES HEMATOBLASTES: 
LEUR ROLE DANS LA PRODUCTION DES THROMBI 
POST-OPERATOIRES 


Par 0. GENGOU. 


(Laboratoire d’hygiéne de l'Université de Bruxelles.) 


Ainsi que nous l’avons rappelé dans une note antérieure [1], 
plusieurs auteurs ont observé et étudié laction coagulante 
qu’exercent certains microbes, particuligrement le staphylo- 
coque, sur le plasma oxalaté de divers animaux, notamment 
sur le plasma de lapin. Nous avons établi dans cetle nole que, 
ainsi que H. Gross [2] lavait déja signalé, les cultures de sta- 
phylocoques en bouillon oxalaté, débarrassées par centrifu- 
gation de la plus grande partie de leurs germes et chauffées 
ensuite & 100°, possédent la méme propriété. Cette action 
s’exerce, comme nous |’avons démontré, sans que |’on puisse 
mettre en évidence ni la formation de thrombine, ni la partici- 
pation des facteurs sanguins nécessaires 4 l’apparition de cette 
derniére. Les cultures staphylococciques provoquent de méme 
la coagulation du fibrinogéne pur; mais cette coagulation est 
passagére et rapidement suivie de la lyse du caillot. Nous avons 
conclu dans la méme note que la coagulation du fibrinogéne et 
la lyse du caillot semblent dues & la méme substance micro- 
bienne, la staphylocoagulase. 

Ainsi que nous croyons l’avoir bien établi, les globulines et 
surtout les albumines du plasma exercent, par contre, un effet 
inhibiteur plus ou moins accentué sur les phénoménes de coa- 
gulation et de fibrinolyse dus & la staphylocoagulase. Suivant 
les quantités de globulines ou d’albumines employées, |’action 
de la staphylocoagulase est complétement entravée ou s’arréte 
au stade de la coagulation, sans que la fibrinolyse se produise. 

Cette action inhibitrice de certaines matiéres protéiques du 
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plasma doit vraisemblablement étre rapprochée de l'entrave 
exercée par les mémes substances sur d’autres protéolyses, par 
exemple sur la fibrinolyse due & l’action de ta thrombine pure 
(Nolf) [3]. 

Au cours de ces recherches, nous avons également observé 
action exercée sur les plaquettes sanguines par les cultures 
slaphylococciques en milieu liquide, aprés qu’on les a débar- 
rassées de tout germe vivant. C’est a cette action que la présente 
note est consacrée. Nous nous occuperons d’abord du pouvoir 
agelulinant que possédent a |’égard des hématoblastes les cul- 
tures staphylococciques en bouillon oxalaté, soumises a ]’ébulli- 
tion aprés centrifugation et contenant de Ja staphysoagulase. 


Expérience l. — Du sang delapin étant recueilli stérilement dans une solution 
d’oxalate de potassium 4 1 p. 160, A raison de 9 volumes de sang |pour 
4 volume de solution oxalatée, on en sépare les plaquettes en procédant 
dabord a une centrifugation douce et courte ce qui fournit un plasma riche 
en |plaquettes et dépouillé d'autres cellules, puis 4 une centrifugation éner- 
gique et prolongée qui permet d’obtenir un sédiment important d’hémato- 
_blastes. Ceux-ci sont ensuite lavés deux fois dans un grand volume d’eau 
physiologique oxalatée a 1 p. 1.000, puis remis enjsuspension dans un volume 
de ce liquide, égal A 1/10e du volume du plasma‘oxalaté originel.} aE": 

Une quantité déterminée de cette émulsion parfaitement homogéne est 
introduite dans une série de tubes. On y ajoute des volumes décroissants 
de staphylocoagulase oxalatée, le volume final étant égalisé dans tous les 
tubes par ladjonction d’une quantité 'appropriée de bouillon oxalaté, de 
méme pH (7,3 4 7.4) que la staphylocoagulase. Les tubes sont placés en 
chambre humide 4 37°; les résultats observés aprés dix 4 douze heures. 

L’expérience se dispose done comme suit : 


Emulsion de plaquettes, 
en centimétre cube. . t 0,5 0,5 0,5 


Bouillon oxalaté, en cen- 

timétre cube 0,625 0,75 0,85 
Staphylocoagulase oxalatée, 

en centimétre cube. .| 1 0,375 0,25 9,45 


Résultats apres 12 heures.| Agglut. . | Agglut Agglut. | Agglut. 
forte. . | nette. | faible. | nulle. 


Il est aisé de s’assurer que l’agglutination des plaquettes par 
les cultures liquides de staphylocoques préparées de la sorte 
n’est pas due aux germes microbiens tués par la chaleur et 
persistant dans le liquide malgré la centrifugation. 


430 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Expérience Il. — Mettons en suspension dans du bouillon oxalaté des sta- 
phylocoques cultivés sur gélose et lavés deux fois a l'eau physiologique 
oxalatée. Aprés avoir porté cette émulsion a 100° pendant cing minutes, 
faisons-en des dilutions de plus en plus étendues dans du bouillon oxalaté 
jusqu’a obtention de concentrations si faibles que le liquide reste limpide. 
Quelle que soit celle de ces émulsions mise au contact des plaquettes, 
celles-ci ne subissent aucune agglutination. 


Divers faits portent a admettre que l’agglutination des pla- 
quettes dans les conditions od nous l’avons observée est due 
a la staphylocoagulase. 

Tout d’abord, la propriété agglulinante des cultures liquides 
de staphylocoques & l'égard des hématoblastes s’est toujours 
révélée concomitante de l'action coagulante de ces cultures sur 
le plasma oxalaté de lapin. 


Expérience. lf. — Deux souches staphylococciques, isolées de pulpe vac- 
cinale, qui, cultivées en plasma oxalaté de lapin, se montrentincapables d’en 
provoquer la coagulation, ou qui cultivées en bouillon oxalaté fournissent, 
apres centrifugation et ébullition de ces cultures, des liquides sans action 
sur le plasma oxalaté, sont également impuissantes a déterminer l’aggluti- 
nation des plaquettes. 

Il en est de méme dubacille paratyphique B (1). 

Par contre, une quinzaine de souches staphylococciques, d'origine variée, 
mais Loujours pathologique, ont produit des cultures liquides capables de 
coagulerle plasma oxalaté et dagglutiner les plaquettes en milieu oxalaté. 


D’autre part, les liquides actifs ne perdent par la dialyse ni 
leur propriété d’agglutiner les plaqueltes, ni leur pouvoir coa- 
gulant pour le plasma. En outre, si on les soumet a l’action de 
la chaleur, on n’observe l’atténuation de ces deux propriétés 
qu’aprés un chauffage de trente minutes & 110° et leur dispa- 
rition qu’aprés un chauffage de méme durée a 130°. 

En réalité, ces observations ne peuvent prétendre qu’a rendre 
vraisemblable l’unicité de la substance responsable de ces deux 
propriétés. Ainsi que nous l’avons déja fait observer dans une 
note précédente [4], la preuve de cette unicité, quand il s’agit 
d’une substance de composition chimique inconnue, ne peut 
guére s’administrer que s'il est possible de priver les liquides 
qui la contiennent, en une fois, de toutes les propriétés attri- 
buées a cette substance, en mettant ces liquides en contact avec 


({) Ce germe a été utilisé dans ces expériences, en raison du rapproche 
ment qui sera fail plus loinde nos recherches avec les travaux de J. Roskam. 
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des éléments cellulaires susceptibles de les épuiser spécialement 
de l'une de ces propriétés. C’est par cette méthode que nous 
avons pu démontrer [4] que Phémolyse, le pouvoir leucolytique, 
la toxicilé des bouillons staphylococciques filtrés, de méme 
que leur action lytique sur diverses cellules du lapin, ne sont 
que des phénoménes d’aspect divers, dus en totalité & une seule 
et méme substance d’origine microbienne. 

Puisgue les bouillons staphylococciques oxalatés, centri- 
fugés et chauffés, susceptibles de faire coaguler le plasma 
oxalaté sont également capables d’agglutiner les émulsions de 
plaquettes en milieu oxalaté, nous avons recherché si en épui- 
sant ces bouillons de cette derniére propriété par des contacts 
suffisants avec des émulsions d’hématoblastes, on les rend en 
méme temps incapables de provoquer la coagulation du plasma 
oxalaté. 


Expsrarence IV. — On utilise une culture staphylococcique en bouillon oxa- 
laté, centrifugée, bouillie, qui, diluée a1/8*, coagule 0c. c.4de plasma oxalaté 
de lapin 4 la dose de 0 c.c. 1, et qui, diluée a 1/6¢, agglutine 0 c.c. 4 d’une 
-émulsion de plaquettes en milieu oxalalé 4 la dose de 0.c.c. 1. 

On introduit dans 3 tubes, 1 c.c. 5 d’une émulsion de plaquettes, qu’on 
soumet a la centrifugation. Aprés décantation du liquide, on délaie Je sédi- 
ment d’hématoblastes dans 1 c.c. 6 de la culture staphylococcique préparée 
comme il est dit ci-dessus et diluée a 1/4 (t. A.). 

Une dose identique de cette culture staphylococcique est mélangée dans 
untube B, 4 une quantité d’eau physiologique oxalatée égale au sédiment de 
plaquettes du tube A. 

Apres douze heures de contact, le tube A est centrifugé et le liquide 
est mis au contact d’un sédiment de plaquettes identique au premier (t. A’). 
La méme opération est faite douze heures aprés, mettant le liquide en con- 
tact d’un troisiéme sédiment d’hématoblastes (t. A”). Le liquide est ensuite 
décanté. 

On transvase de méme successivement dans les tubes B’ et B”, contenant 
un volume d’eau physiologique oxalatée égal a celui des sédiments A’et A”, 
une quantité des liquides B, puis B’, identique au volume des liquides pré- 
levés des tubes A et A’. 

On recherche enfin le pouvoir coagulant vis-a-vis du plasma oxalaté et le 
pouvoir agglutinant pour les plaquettes des liquides A” et B” : (v. tableau, 
page suiv., ot les quantités des diverses substances utilisées sont exprimées 
en centimétres cubes). 


L’épreuve d'épuisement simultané par une émulsion de pla- 
quettes du pouvoir agglutinant vis-a-vis de ces cellules et du 
pouvoir coagulant a l’égard du plasma oxalaté, que possédent 
les cultures staphylococciques en honillon oxalaté aprés cen- 
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Pouvoir coagulant. 


Liquide A” ) 0,3 
Liquide B” » 

Plasma oxalalé. .. . 0,4 
Eau physiologique oxalalée. 35 0,1 


Résultat e coagulation. 


Pouvoir agglutinant. 


Liquide A” 0,4 One » 

Liquide B” » » 0,05 

Plaquettes oxalatées . 0,1 0,1 0,1 

Eau physiologique oxalatée. 3: 0,3 0,2 0,1 | 0,35 0,2 

Résultat Agglut. | Agglut. | Agglot. | Pas . | Agglut. \ 
Wagglut. | trés faible. }trés faible.} faible. | @agglut. . | tres notte. | trés nette. 


trifugalion et chauffage, donne conséquemment des résultats 
concordant avec les faits relatés plus haut au sujet de l’unicité 
de la substance microbienne responsable de ces deux propriétés. 
Toutes ces observations tendent & démontrer que celles-ci 
relévent d’une seule et méme ’substance, la staphylocoagulase. 


On doit dés lors se demander si ce phénoméne ne résulte pas 
d'un simple entrainement des plaquettes par la rétraction d’un 
caillot produit par l’action de la staphylocoagulase sur les traces 
de plasma persistant éventuellement dans l'eau physiologique 
oxalatée aprés lavage de ces cellules. 

Cette hypothése mérite d’aulant plus d’étre retenue que 
agglutination des plaquettes, tout comme la coagulation du 
plasma oxalaté, sous l’influence des milieux contenant de la 
staphylocoagulase, ne s’observe pas a 0°. 

L’expérience suivante montre qu'il n’en est rien : 


ExpgRiENcE V. — On détermine d’abord la dilution maximale de plasma 
oxalaté dans laquelle celui-ci peut encore étre décelé. On introduit dans 
0 c.c.5 dilution de plasma oxalaté de 1/500 4 1/20.000 dans J’eau physiolo- 
gique oxalatée, 0 c.c. 025 d’une solution de CaCl? a 2 p. 100 (d’ot formation 
dun trouble d’oxalate de calcium) et 0 c.c. 25 de sérum frais oxalaté. On 
n’observe pas la production de caillot; mais sous l’influence du sérum, l’oxa- 
late de calcium est entrainé en gros grumeaux dans les dilutions de plasma 
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a 1/500-1/2.500, en grumeaux trés petits dans la dilution A 1/5.000. Cet entrai- 
nement est douteux dans la dilution a 1/10.000, et nul dans les dilutions sub- 
séquentes, tout comme pour loxalate de calcium formé dans l’eau physio- 
logique oxalatée privée de plasma. 

Cette méthode permettant de déceler dans un liquide la présence de plasma 
dilué au 1/10.000, peut étre utilisée pour rechercher si aprés des lavages 
répétés d'une émulsion de plaquettes, on peut encore déceler la présence de 
plasma dans les eaux de ces lavages, A un moment ov les plaquettes ainsi 
lavées sont encore parfaitement agglutinables par la staphylocoagulase. 

En opérant de la sorte, on constate que si on soumet des plaquettes a 
cing lavages successifs A lV’eau physiologique oxalatée, la derniére eau ne 
contient plus de traces décelables du plasma, tandis que l’émulsion d’héma- 
toblastes est néanmoins trés bien agglutinée par la staphylocoagulase. 

On peut en conclure que cette agglutination ne constitue pas simplement 
un phénomeéne consécutif 4 la coagulation par la staphylocoagulase de traces 
de plasma restées libres dans le liquide. 


Mais cette expérience ne permet pas de nier que l’agglutina- 
tion des plaquettes puisse étre la conséquence de l’existence 
d’une mince couche de substances plasmatiques accolées au 
protoplasme de ces cellules, substances plasmatiques qui, se 
coagulant sous l'action de la staphylocoagulase, entraineraient, 
par la rétraction de la fibrine ainsi formée, les plaquettes en un 
agglomérat. 

Cette hypothése peut étre d’autant moins écartée que, dans 
sa these sur la physiologie normale et pathologique du globulin, 
J. Roskam [5] a consacré de nombreuses expériences 4 la 
démonstration de l’existence de cette couche de substances 
plasmatiques adhérentes 4 la surface des plaquetles. 

Sans vouloir entrer ici dans la discussion des recherches si 
intéressantes de cet auteur, nous voudrions cependant sou- 
ligner Vimportance ue prend dans une étude semblable, ainsi 
que le dit lui-méme J. Roskam, la formule d’Ostwald, d’aprés 
laquelle la quantité de maliére dissoute adhérente 4 un préci- 
pité diminue avec la répétition des lavages. Il en résulte qu’au 
fur et A mesure que se mulliplient les lavages d’un précipité 
ayant adsorbé une substance dissoute, la concentration de cette 
derniére arrachée au précipilé diminue progressivement dans 
les eaux successives de lavage, si toutes les autres condilions 
restent les mémes. 

C’est ainsi que dans l’expérience précédente (exp. V), la 
teneur en substances plasmatiques des eaux de lavages suc- 
cessifs a diminué progressivement. 
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Il faut donc interpréter avec prudence des expériences dans 
lesquelles ont voit, au cours de lavages multipliés, s’enrichir 
progressivement en matiéres protéiques, les eaux des lavages 
successifs. Lorsqu’il s’agit d’éléments aussi fragiles que les 
plaquettes, on est, semble-t-il, en droit de craindre que, dans 
ce cas, l’augmentation observée soit due, non pas & la mise en 
liberté d’une quantité plus grande de matiéres adsorbées, mais 
a la désintégration progressive de |’élément cellulaire lui- 
méme. 

Nous croyons qu'il en est vraisemblablement ainsi, lorsque, 
ainsi que nous |’avons parfois constaté au cours de lavages 
successifs de plaqueltes, les deux ou trois premiéres eaux sont 
absolument incolores et transparentes, tandis que les suivantes 
montrent une opalescence, d’abord extr¢mement faible, puis 
de plus en plus marquée. 

De méme, si apres deux lavages a l’eau physiologique oxa- 
latée, on laisse & 0°, des plaquettes centrifugées sous forme 
d'un sédiment surmonté de liquide, ces plaquettes reprises le 
lendemain et lavées & nouveau donnent un liquide de lavage 
opalescent tout en devenant inagglutinables, alors que soumis 
aussitét aprés leur obtention & cinq ou six lavages consécutifs 
a l’eau physiologique oxalatée, les hématoblastes fournissent des 
émulsions parfaitement agglulinables, tandis que les eaux de 
lavage restent limpides. 

En résumé, nos recherches nous paraissent exclure, dans le 
phénoméne d’agglutination des plaquettes par la staphylocoa- 
gulase, |’intervention de traces de plasma restées & |’état libre 
dans les émulsions, Elles n’excluent pas d’une manitre for- 
melle, par contre, la possibilité de la participation dans ce phé- 
noméne, de substances plasmatiques éventuellement retenues 
par adsorption a la surface des hémotoblastes, substances plas- 
matiques dont la démonstration nous paratt difficilement acces- 
sible par nos moyens actuels d’investigation. 


* 
x 


Si l'on examine au microscope les amas de plaquettes 
formés par la staphylocoagulase, on constate que les cellules, 
quoique serrées en paquels volumineux les unes contre les 
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autres, paraissent bien conserver leur individualité respective. 
Méme aprés plusieurs heures (voire davantage), on peut 
distinguer les différents éléments cellulaires constitutifs de 
lamas. 

La staphylocoagulase, qui provoque la formation de ce der- 
nier, ne semble donc pas provoquer dans les cellules agglo- 
mérées, de modification comparable & une cytolyse. 

Nous avons montré [1] qu’au contraire, la staphylotoxine est 
susceptible de lyser, non seulement les hématies, les leuco- 
cytes, mais aussi d'autres cellules du lapin, parmi lesquelles 
se rangent les hématoblastes. Lorsqu’on fait agir sur des pla- | 
quettes lavées, en suspension dans de l'eau pbysiologique 
oxalatée, une certaine quantité de staphylotoxine oxalatée ne 
contenant pas de staphylocoagulase, on constate, aprés séjour 
du mélange pendant une heure & 37°, un éclaircissement 
marqué du mélange, tandis que l’examen microscopique 
permet d’observer une lyse des plaqueltes. Celles-ci, flottant 
isolément dans le liquide, apparaissent sous la furme de disques 
a peine perceptibles, simplement marqués par un contour 
extrémement fin. 

Or image microscopique des amas résultant de l’agglutina- 
tion des plaquettes se modifie ’une facon intéressante, si l’on 
fait agir sur une émulsion de plaquettes, soit de la toxine sta- 
phylococcique contenant aussi de la staphylocoagulase, soit 
successivement de la staphylocoagulase, puis de la loxine. 

Dans ces conditions, la toxine, indépendamment de l’action 
ci-dessus décrite qu’elle exerce sur les plaquettes flottant isolé- 
ment dans le liquide, entre en contact avec les plaquettes 
agglomérées par la staphylocoagulase. Si les amas sont assez 
minimes, on voit peu a peu se modifier leur aspect primitif, 
Petit & petit, les limites individuelles des cellules s’estompent 
et l’amas se transforme progressivement en une masse amorphe 
parsemée de petites granulations. En réalité, cet aspect rappelle 
celui que divers auteurs, sous le nom de « dégénérescence 
visqueuse » des plaquettes, ont décrit dans leurs études sur 
certains thrombi, et dont on peut trouver une image exacte 
dans les photographies de Homer Wright et Georges R. 
Minot [6]. 


Dans les amas volumineux, cette modification ne s’observe 
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guére qu’a la périphérie des agglomérats, tandis que persiste 
dans leur intérieur l’aspect consécutif a l’action de la staphylo- 
coagulase seule. 


Si l’éclaircissement des émulsions de plaquettes, la lyse de 
ces derniéres & l'état isolé et la dégénérescence des agglomé- 
rats peuvent s’observer sous l’influence de la staphylolysine 
agissant sur des hématoblastes en suspension dans |’eau phy- 
siologique oxalatée, tous ces phénoménes sont particuliérement 
nets lorsque les mélanges contiennent une certaine quantité de 
liquide plasmatique. Disons tout de suite que ce liquide plas- 
matique peut étre constitué soit par du plasma oxalaté frais ou 
débarrassé de fibrinogéne par un chauflage de trente minutes a 
59°, soit par le sérum obtenu par recalcification de ce plasma, 
que ce sérum, ensuite réoxalaté, soit utilisé frais ou aprés 
chauffage & 59°. L’action de ce liquide plasmatique ne peut 
done étre atlribuée ni au fibrinogéne, ni a Ja thrombine, ni au 
sérozyme, ni a l’alexine. 


Expgérience VI. — On dispose l’expérience comme suit : 


Staphylotoxine fraiche oxalatée (conte- 
nant coagulase) 


Staphylotoxine oxalatée, chauffé a 70°. 
Sérum obtenu par recalcification de 
plasma, oxalaté et chauffé 459°. . 

Bouillon oxalaté 
Emulsion de plaquettes en eau physio- 
logique oxalatée 


Aprés quatre heures de séjour 4 37°, le mélange est faiblement éclairci 
dans le tube 3; il lest fortement dans le tube 1. Il ne l’est pas dans les 
autres. 

Au microscope, les plaqueltes sont bien visibles et d’aspect normal dans 
jes tubes 2, 4,6 et 7. Elles ont un aspect vésiculeux, sont peu réfrigentes et 
faiblement visibles dans les tubes 3 et 5; on ne voit pas dans ces tubes 
d’amas de plaquettes transformés en masse amorphe. Les plaquettes du 
tube 1 sont, a l’état isolé, vésiculeuses et trés difficilement perceptibles; on 
voit des amas de plaquettes, dans lesquels on ne peut plus distinguer les 
différents éléments cellulaires. 
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Une observation du méme ordre peut étre faite si, au lieu 
d’utiliser des hématoblastes, on emploie des leucocytes de 
lapin. Ceux-ci subissent, comme on le sait, la leucolyse sous 
Vinfluence de la toxine staphylococcique; mais la lyse est net- 
tement plus rapide et plus compléte, lorsque, comme dans 
lexpérience précédente, les mélanges renferment une Certaine 
quantité de liquide plasmatique. Sous l’influence de la staphy- 
lotoxine seule, on voit le leucocyte primitivement granuleux et 
de forme irréguliére, se transformer en une vésicule pour ainsi 
dire parfaitement sphérique, tandis que dans son intérieur 
persistent un certain nombre de granulations, généralement 
réunies en un amas recouvrant le noyau, qui reste de la sorte 
invisible. Par contre, si le mélange contient en outre une cer- 
laine quantité de liquide plasmatique, la lyse aboutit a la dis- 
parition de toute granulation intracellulaire, le noyau apparais- 
sant dés lors sous la forme d'une petite vésicule, en position 
excentrique dans le leucocyte lysé. 

_ Ilsemble, en résumé, que la leucolyse n’est pas compléte en 
Pabsence de substance plasmatique, dont !a présence permet ou 
toul au moins facilite son accomplissement total. 


re ° 
¥ »* 


Ces faits nous paraissent susceptibles de contribuer a | inter- 
prétation de la genése des thrombi dits « spontanés » qui sur- 
viennent parfois aprés les traumatismes opératoires. 

Dans le remarquable rapport qu’il a présenté & la Société 
Internationale de Chirurgie, au Congrés tenu a Varsovie en 
1929, P. Govaerts [7] a rappelé que l'on désigne sous ce nom 
« les thrombi qui se constituent, tout a fait insidieusement le 
plus souvent, dans les veines fémorales ou iliaques et tuent 
brusquement un patient au cours de suiles opératoires qui 
semblaient devoir étre dépourvues de complications ». 

Ces thrombi se distinguent, cliniquement du moins, de ceux 
qui se forment en relation directe avec un foyer infectieux, 
thrombi dont Vorigine infectieuse ne préte pas & discussion. 
Les thrombi dits spontanés se conslituent, au contraire, en un 
endroit qui n’est pas en continuité avec un foyer inflammatoire 
et ou la paroi veineuse ne montre pas de signes évidents 
d’inflammation. 

Annales de l'Institut Pasteur, t. 54, n° 4, 1935. 30 
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Ainsi que le rappelle P. Govaerts dans son rapport, auquel 
nous nous référerons & maintes reprises, ces thrombi spontanés 
sont formés de deux parties : la « téte », qui se trouve vers 
aval, est un thrombus blanc, la « queue » étant formée par 
un thrombus rouge. 

Le premier (thrombus blanc), sur lequel se concentre tout 
Vintérét, est formé d’ume « substance finement granuleuse 
résultant de la confluence d'innombrables plaquettes » et tra- 
versée par quelques filaments de fibrine, qui ne participe du 
rest» que trés peu a son édification. Le thrombus blanc résulte, 
en réalité, de deux phénoménes : 

1° L’agglutination des plaquettes sanguines en amas de plus. 
en plus volumineux ; 

2° La métamorphose visqueuse subséquente de ces pla- 
quettes, au cours de Jaquelle celles-ci perdent leurs limites. 
respectives et se transforment en une « masse homogéne, un 
syncytium granuleux et compact » (1). 

Le thrombus rouge, qui fait suite au thrombus blanc, pos-- 
sede la structure d’un caillot ordinaire, formé essentiellement 
d'un réseau fibrineux englobant les diverses cellules sanguines. 

Telle est la maniére de voir de la plupart des auteurs qui ont 
étudié cette question. 

Discutant les diverses explications proposées de la genése: 
des thrombi its spontanés, P. Govaerts rappelle notamment. 
qu’Achard et Aynaud [40] ont établi depuis longtemps que 
introduction dans Je sang de peptone, de produits colloidaux 
variés ou de suspensions fines de nature inerte, provoque: 
Vagelutination des plaquettes entre elles et leur disparition 
momentanée du sang. 

De méme Levaditi [14], Aynaud {42}, Delrez et Govaerts [13] 
ont décrit la part importaute des plaquettes dans |’éloigaement 
du torrent sanguin, des germes microbiens qui y sont intro- 
duits, lorsqu’ils sont de virulence modérée. Presque immédia- 
tementaprés leur pénétration duns le sang, ces germes adhérent 


(1) Le terme de métamorphose visqueuse » est di A Eberth et Schimmel- 
busch [8]. qui lent appliqué a Ja stransformation subie in.vilro par iles pla- 
quettes au contact du sérum frais, déja observée par Hayem [9] et que 
A. ‘Wright el G. R. Minot [6] attribuent 4 l’action, en présence ide calcium, 
d’une substance paraissant étre le sérozyme. 
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aux plaquettes, les amas mixtes ainsi formés disparaissent trés 
rapidement du sang. 

Dans l'un comme dans |’autre cas, qu'il s’agisse de l’intro- 
duction de particules inertes ou d’éléments microbiens vivants, 
leur adhésion aux plaqueties, aboutissant 4 la formation d’amas 
mixtes, semble liée a |’intervention préalable, mais immé- 
diate, du pouvoir opsonique du milieu sanguin (Govaerts) [44]. 

D'autre part, Starlinger et Samentnik [45] ont montré que, 
dans un bon nombre des circonstances pathologiques dans 
lesquelles peuvent se produire des thrombi spontanés, l’agglu- 
tination des plaquettes est nolablement influencée par diverses 
modifications sanguines observées au cours de ces états mor- 
bides. Pour eux, l’augmentalion dans le plasma des protéines 
a faible charge électrique négative (globulines, fibrogéne), que 
l’on observe dans ces conditions, abaisse la charge électrique 
des hématobiastes, ce qui augmente leur agglutinabilité, tandis 
que leurs contacts mutuels sont facililés par l’accroissement 


concomitant du nombre de ces cellules dans le sang circulant. 


Ajoutons que l’on peut en outre concevoir que la formation 
habituelle du thrombus spontané dans certains districts vei- 
neux (veine fémorale, iliaque, etc.) y soit facilitée par le ralen- 
tissement circulatoire qui peut s’y réaliser. P. Govaerts [16] a 
d’ailleurs réussi & provoquer l’apparition de thrombi d’appa- 
rence spontanée, sans que des modifications pathologiques de 
la paroi vasculaire soient décelables, en injectant, aprés une 
intervention aseptique chez l’animal, une émulsion de staphy- 
locoques dans les veines et en provoquant par une ligature 
incompléte un ralentissement de la circulation dans un seg- 
ment veineux. Dans un cerlain nombre d’essais du moins, des 
« thrombi spontanés » apparurent au niveau de la stase incom- 
pléte du sang, et, dans certains d’entre eux, Je staphylocoque 
put étre mis en évidence. 

Les recherches personnelles que nous avons décrites plus 
haut nous paraissent de nature & étayer l’opinion d’aprés 
laquelle le thrombus dit spontané est, sinon toujours, du moins 
peut étre la conséquence d’une action microbienne. 

Si les faits décrits antérieurement par Levaditi; Aynaud, par 
Delrez et Govaerts nous permettent de concevoir l’enrobement 
par les plaquettes de microbes pénétrés dans la circulation, 
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presque aussit6t aprés cette intrusion, ils n’établissent pas que 
ces agglomérats augmentent progressivement de volume, de 
maniére a devenir, dans certains cas, les « thrombi spontanés » 
observés au cours des suites opératoires. 

D'autre part, si la conception de Starlinger et Samentnik fait 
jouer, vraisemblablement avec raison, un réle important dans 
l’'agzlomération des plaquettes en thrombus, aux modifications 
du milieu sanguin survenant lors des états pathologiques ot 
apparaissent les thrombi spontanés, elle ne nous parait pas 
tenir suffisamment compte du fait que l’agglutination des pla- 
quettes n’est que la premiére étape de la formation du 
thrombus, et qu’elle est suivie d'un second stade, Ja métamor- 
phose visqueuse des plaquettes, que les expériences de ces 
auteurs ne paraissent pas avoir reprodnite. 

Etant donnée l’action exercée sur les hématoblastes par les 
sécrélions staphylococciques (leur agglutination par la staphy- 
locoagulase, leur lyse par Ja staphylotoxine) nous croyons pos- 
sible d’admettre qu’un certain nombre de thrombi post-opéra- 
toires sont dus en réalité, comme le prétendent certains auteurs 
(P. Govaerts, etc.), & ‘intervention de germes staphylococ- 
ciques et & l’action des substances qu’ils produisent. Knrobé 
par les premiéres plaquettes adhérant asa surface dés sa péné- 
tration dans le sang, le staphylocoque, sécrétant sa coagulase, 
peut provoquer l’agglomératien progressive d’un nombre de 
plus en plus grand de plaquettes. Produisant de méme la 
toxine susceptible de lyser les éléments cellulaires qui l’avoi- 
sinent, il suscite en outre la métamorphose visqueuse des pla- 
quettes agglomérées et la formation de la masse qui constitue 
le thrombus spontané. Ces phénoménes se dérouleront d’autant 
plus aisément, cela se congoil, que la circulation sanguine est 
plus ralentie dans le vaisseau ot se forme le thrombus 
inilial. 

Les faits que nous avons décrits ne prouvent évidemment 
pas que les thrombi spontanés relévent toujours de l’interven- 
tion du staphylocoque. A plus forte raison ne. permettent-ils 
pas de conclure qu’aucune autre espéce microbienne n’est 
capable de constituer la cause initiale de la formation de ces 
thrombi. 

‘La preuve de l'intervention des germes microbiens ne peut 
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ean réalité découler que de travaux cherchant & isoler ces 
germes de thrombi spontanés post-opératoires. 

Mais nous pensons avoir montré que les sécrétions staphy- 
lococciques paraissent capables de provoquer les amas de pla- 
quettes qui constituent les thrombi dits spontanés et de faire 
subir 4 ces cellules la dégénérescence dite visqueuse que |’on 
observe dans ces thrombi. Cette conclusion nous parait étre un 
argument favorable 4 la conception de l’origine infectieuse de 
ces derniers. 
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RECHERCHES 
SUR LA TEMPERATURE CRITIQUE DU SERUM 


(NEUVIEME MEMOIRE) 


EQUILIBRES IONIQUES EN FONCTION DE LA TEMPERATURE : LE pH 


par P. LECOMTE pu NOUY et V. HAMON. 


Nous avons montré, dans les huit mémoires précédents (1), 
que le phénoméne, si important en immunologie, de la des- 
truction du complément par la chaleur, était caractérisé, au 
point de vue physico-chimique, par neuf phénoménes phy- 
siques distincts. L’étude critique de ces phénoménes nouveaux 
nous a conduits a corriger dans une certaine mesure les concep- 
tions classiques sur la nature de la dispersion des protéines ou 
des complexes protéido-lipidiques du sérum, et & admettre la 
dispersion moléculaire, qui n’est méme pas modifiée par la 
chaleur jusqu’a 66°. L’aspect laiteux, opalin, « colloidal », du 
sérum chauffé est dia l’hydratation des protéines, a )'accroisse- 
ment considérable de leur volume, mais non a Jeur agrégation 
sous forme de micelles. Ce fait a été contirmé par Boutaric (2). 

Il nous asemblé intéressant d’essayer de nous rendre compte si 
les phénoménes que nous avons signalés jusqu’a présentn étaient 
pas accompagnés d’une modification dans la concentration des 
ions hydrogénes. Cette idée semblait d’autant plus plausible 
que le pouvoir rotatoire augmente 4 partir de 54° (3) et qu'il se 
produit, quand on dilue le sérum, des phénoménes que I’on 
peut rattacher 4 |’équilibre ionique du systéme, entre autres 
des variations dans la vitesse de sédimentation des globu- 
lines (4), 


(4) P. Lecomte pu Novy. Ces Annales, 42, 1928, p. 742; 43, 1929, p.749; 44, 1930, 
p. 109; 45, 1930, p. 254; 48, 1932, p. 187; P. et M. Lecomre pu Novy. Ces Annales, 
49, 1932, p. 762. P. Lecomte pu Novy. Ces Annales, 50, 1933, p. 127. F. Sretica. 
Ces Annales, 52, 1934, p. 540. 

(2) A. Bouraric. Bull. Soc. Chim., 49, 1931, p. 389. 

(3) P. Lecomte pu Novy. Ces Annales, 43, 1929, p. 749. 

(4) P. Lecomte pu Novy. Ces Annales, 48, 1932, p. 187. 
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Travaux anrinreurs. — Plusieurs auteurs, depuis 1907, se 
sont proposés d’étudier Jes changements dans la concentration 
des ions hydrogénes au cours de l’inactivation du sérum. Mal- 
heureusement, ils ne sont pas d’accord, et l’absence de détails 
techniques dans leurs mémoires ne permet pas dans tous les 
cas de s’assurer de la source des erreurs. Il est cependant pro- 
bable que tous ceux qui ont constaté une alcalinisation ont 
négli¢é d’empécher la fuite de CO,, ou l’ont fait d’une maniére 
insuffisante. Lieberman (1), par exemple (1907), observe une 
forle augmentation d@’ions hydroxyles aprés un chauffage de 
trente minutes du sérum de cheval & 56°, pH 8,10au lieu de 7,7, 
De méme Tangl, qu’il cite, et Seligmann [1908] (2), dont la 
méthode laisse grandement A désirer (colorimétrique). Ces 
auteurs: ne donnent pas d’indications sur la fagon dont ils ont 
chauffé le sérum. . 

Au contraire, en 1909, Michaelis et Rona (3) ont chauffé du 
sérum: pendant trente minutes a 56° et a 100° et ils n’ont pas 
trouvé de différences dans la concentration en ions hydrogéne 
--supérieures aux erreurs d’expérience. La conclusion de ces 
excellents opérateurs, qui ont pris toutes les précautions néces- 
saires, est qu'il ne semble pas y avoir de changement de pH au 
cours de la dénaturatiom, soit par coagulation, soit d’une autre 
facon. Ils:em concluent encore que la coagulation parla chaleur 
ne peut pas étre liée & une scission de la molécule de protéine 
qui mettrait em liberté des growpements acides ou basiqwes 
comme cela se produit sous Vinfluence de la trypsine : nous 
avons montré de notre cété, par une méthode différente, qu'il 
ne se produisait pas d’agrégation au cours du chauffage (4) et 
qu'il ne pouvait se produire de scission, lenombre de molécules 
restant constant par unité de volume. Nos‘expériences recoupent 
donc. celles de Michaelis et Rona. Dans le méme mémoire, ils 
ont déterminé le pouvoir tampon du sérum et ils ont trouvé 
qwil est mieux tamponné vis-a-vis des acides que des bases, 
ce que: nous avons confirmé. 

Davidsohn [1910] (5) a étudié la réaction du sérum chauffé a 

(4) L. ek P. Liepprman. Arch. fiir Hygiene, 62, 1907, p. 345. 

(2) E. Seticmann. Biochem. Zeilsch., 10, 1908, p. 430. 

(3) L. Mrcuagzis et P. Rona. Biochem. Zeitsch., 18, 1909, p. 317. 


(4) Lecomrg: pu Novy. Ces Annales, 45, 1930, p. 251. 
(5) H. Davipsoun. Zeilsch. fiir Immunititsforschung, 5, 1910, p. 182. 


444 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
35°, 65°, 75° et 100°. Pour empécher la coagulation, il diluait le 
: N 
sérum de cing & sept fois au moyen de NaCl ne Le chauffage 
{ 


était effectué en vase clos. Il trouve également que les diffé- 
rences entre le pH du sérum non chauffé et chauffé entre 55° et 
100° pendant trente minutes, sont de l’ordre de grandeur des 
erreurs d’expériences. 

Sorensen et Jurgensen [1941-1913] (1) arrivent a la conclu- 
sion que la coagulation totale des protéines du sérum par chauf- 
fage doune toujours lieu & une diminution de la concentration 
du milieu en ions hydrogénes. Mais ces auteurs ont préalable- 
ment déterminé le pH optimum pour la coagulation, soit pH 4,70 
environ, et ont travaillé sur du sérum acidifié 4 pH 4,70. 

Enfin, Hugo Hecht [1923] (2), sans donner ni technique, ni 
chiffres expérimentaux, déclare que l’inactivation du sérum 
par la chaleur angmente son alcalinité. 

On voit done que la question, bien qu’ayant été étudiée, n’a 
pas été résolue de facon salisfaisante. 

Ces recherches devant entrainer un nombre considérable de 
déterminations du pH, nous avons commencé par expérimenter 
successivement la plupart des méthodes courantes pour les- 
quelles un appareillage existe dans le commerce. Nous avons 
été forcés de les éliminer les unes aprés les autres car bien 
qu’elles fussent toutes bonnes en soi, aucune Welles ne réunis- 
sait toutes les qualilés que nous exigions, 4 savoir: précision 
maxima, fidélilé, rapidité et facilité d’emploi. De plus, nous ne 
disposions que de petites quantités de liquide. Nous avons done 
été amenés 4 créer un appareillage nouveau et une technique 
précise qui nous ont donné toute satisfaction. Les mesures, & une 
unité prés de la seconde décimale, s’obliennent avec 1/2 cent. 
cube de liquide en cing et six minutes. Le contréle de la tem- 
pérature est obtenu par circulation d’eau ; la quantité d’hydro- 
gene nécessaire se réduit & quelques bulles. Cet appareil ayant 
été décrit ailleurs (3), nous nous bornerons & en rappeler le 
principe et & exposer la technique que nous avons suivie. 


(1) S. P. L. Sérensen et E. Jurcensen. C. R. des Travaux du Laboratoire de 
Carlsberg, 10, 1914-1913, p. 4. 


(2) H. Hecnr. Zectsch. fiir Immunitdtsforschung, 36, 1923, p.7324; 


(3) P. Lecomte pu Nouy. C. R. Acad. Sc., 193, 1931, p. 1417; Science, vol. LXXV 
1932, p. 643. y 
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TECHNIQUE. 


L’appareil, qui comporte une électrode & volume constant 
d’hydrogéne, se compose essentiellement d'un disque en platine 
platiné & demi-immergé dans la solution dont il s’agit de 
mesurer le pH, et dont la parlie émergée baigne dans l’hydro- 
géne maintenu au-dessus du liquide en vase clos. Le disque 
étant soumis & une rolation autour de son centre, la partie 
immergée passe dans !’hydrogéne, et la partie émergée dans le 
liquide. Quand il tourne & 200 ou 300 tours par minule, on 
comprend qu'une certaine quantité de solution soit entrainée 
en une couche mince adhérente au platine. Cette couche, inter- 
médiaire entre l’hydrogéne gazeux et l’hydrogéne atomique du 
noir de platine est rapidement salturée. Avec une électrode 
fraichement platinée, on obtient, en trois minutes, une valeur 
qui n’est pas inférieure de plus de 0,02 pH de Ja valeur défini- 
tive, généralement atteinte en cing ou sept minutes et correcte 
a 0,01 pH prés pour le sérum ou le plasma sanguin. Lorsque 
les mesures portent sur des solutions tamponnées non protéi- 
niques, on peut aisément les répéter a 0,001 pH prés. Mais dans 
le cas du plasma ou du sérum, une telle précision est illusoire 
et l'on ne peut compter que sur une précision de +0,01, au 
maximum (1). On verra cependant plus loin que l'on peut tenir 
compte de la troisiéme décimale pour les valeurs relatives. 


R&COLTE ET CONSERVATION DU séRUN. — On sait que la mesure 
du pH du plasma, et en général de toutes les solutions carbo- 


(1) Il n’est pas inutile de rappeler que la mesure de ce qu’on désigne cou- 
ramment sous le nom d’indice logarithmique de Sérensen, le pH, consiste a 
proprement parler, en une mesure d’activité; elle ne donne théoriquement 
qu’une valeur approchée de la concentration réelle en ions H+. Cette derniére 
grandeur ne peut étre précisée davantage dans l'état actuel de nos connais- 
sances, car si l’on peut comparer facilement l’activité d’un électrolyte en 
solution pure, le probléme devient beaucoup plus difficile 4 résoudre quand 
il s’agit de l’activité de chaque ion, en particulier dans une solution contenant 
plusieurs électrolytes. Il parait raisonnable de penser que, dans le cas de 
concentrations aussi faibles que celles des ions Ht des liquides de l’orga- 
nisme (10-5 4 10—§8 n), l’« activité » et la « concentration » sont prés de se 
confondre. Ceci comporte toutefois une réserve en raison de la composition 
tres complexe des milieux protéiques de l’organisme. II faut faire, d’autre 
part, la méme réserve pour les mesures du pH des solutions dont la concen- 
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natées, dépend de la tension de CO, au-dessus de la solution, 
tension qui conditionne l’équilibre CO,— carbonates dans la 
solution. En moyenne, la pression partielle de gaz CO, dans le 
sung est de 40 millimétres de mercure. Cetle pression est 
d’ailleurs variable. C'est pourquoi il est nécessaire d’elfectuer 
les mesures en maintenant la solution ou le sérum au contact 
d’un volume constant d’hydrogéne contenant du gaz CO, sous 
la méme pression partielle que dans l’échantillon du liquide 
étudié. Dans ces conditions, la perte de CO,, qui modifierait 
profondément la valeur du pH, ne peut se produire. 

Pour celte raison, il est essentiel, quand on veut mesurer le 
pH d’un plasma dans le but de connaitre le plus exactement 
possible le pH du sang circulant (qui n’est pas sensiblement 
modifié par la présence des éléments figurés), de récolter le sang 
sous huile de vaseline neutre, de boucher le tube a centrifuger 
par de la paraffine fondue (a 50°) et coulée au-dessus de l’huile 
de vaseline et de puiser le plasma — ou le sérum — avec une 
seringue au-dessous de la couche protectrice. Faule de prendre 
ces précautions, la perte de CO, détermine une alcalinisation 
rapide du liquide. 

D’autre part, étant donné que, pour les réactions immunolo- 
giques, le sérum est manipulé a l’air libre, et que les phéno- 
ménes corrélatifs. de la destruction de l’alexine (accroissement 
de viscosité, du pouvoir rotatoire, de la résistivité électrique, 
de la lumiére diffusée, etc.) ont été observés sans qu’on prit de 
précautions spéciales, nous nous sommes placés, pour certaines 
expériences rapportées ci-aprés, dans les mémes conditions, 
e’est-a-dire sans maintenir le sérum sous huile. 


CHAUFFAGE DU strum. — Le chauffage fut toujours effectué en 
ampoules scellées a la lampe, dans les conditions ot nous mous 
sommes placés pour les recherches précédentes, et, pour cer- 


tration saline est élevée. A des concentrations salines égales ou inférieures 
a 0,457, Cest-a-dire égales' ou inférieures a) celles du miliew imtérieur de 
Yorganisme, activité et la concentration des ions: H+ ne dénotent pas de 
différences: supérieures & pH & 0,04 a 0,02 (Kolithoff, 1925). Liordre de:grandeur 
de pareils écarts du pH est la limite de sensibilité: des: méthodes de mesure 
du pH. (Bigwood. Méthode de ¢étermination du pH des liquides de l'organisme, 
Paris, Masson, 1927.) La méthode que: nous: employons'a une sensibilité bien 
supérieure. comme nous l’avons montré. (Lecomte dw Noiiy et Hamon. Bull. 
Soc. Chim. Béol.,. 16). 1984, p. 177.) : 
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taimes expériences, en s’efforcant de réduire au minimum 
Vespace libre au-dessus du liquide. Aprés chautlage, les 
ampoules étaient refroidies afin de permettre au CO, dégagé 
pendant le chauffage de se redissoudre dans le sérum: elles 
a étaient ouvertes qu’au moment méme de la mesure. 

Nous avons employé pour effectuer le chauffage un thermostat 
spécial 4 eau dont la température était maintenue 4 mieux que 
0°5 prés pour des chauffages prolongés et & 2/10 de degré prés 
pour les chauffages de dix minutes. 


REMPLISSAGE DE L'ELECTRODE. SaruRation. — Toutes les mesures 
furent effectuées sur 0c. c. 4 de liquide, avec Oc. c. 15a 
0c. c. 20 d’hydrogéne lavé par barbotage dans une solution de 
pyrogallol 45 p. 100 alcalinisée par la potasse. Pour obtenir des 
bulles trés petites, l’hydrogéne était forcé sous pression a travers 
la pastille de quartz d’un entonnoir en verre d’Iéna contenant 
Ja solution. Les bulles ainsi oblenues sont minuscules et le 
lavage efficace. La seringue était toujours préalablement rincée 
avec quelques gouttes du sérum a étudier, et l’hydrogéne saturé 
de CO, dans la seringue par rotation au contact de deux échan- 
tillons successifs du sérum étudié, tous deux éliminés et rem- 
placés par léchantillon définitif. La tension de UO, dans 
Vhydrogéne était donc déterminée par la tension de CO, dans le 
sérum en expérience (1). 


Temptratore. — L’appareil (lonométre) comportant une cir- 
culation d’eau, toutes les mesures furent effecluées 4 tempéra- 
ture constante 4 0°5 prés. Cette température est toujours men- 
tionnée & chaque expérience. 


Mesure GLECTRIQUE DE LA DIFFERENCE DE POTENTIEL. — Nous 
avons employé exclusivement, comme demi-éiément positif 
par rapport a l’électrode d’hydrogéne, l’électrode au calomel a 
KCl saturé. Comme potentiométre, nous nous servons du grand 
modéle type K, de Leeds et Northrup, sensible au 1/100 de 
millivolt, accouplé au galvanométre a miroir de la méme 
maison. Mais nous avons surtout employé un potentiométre 


(4) Voir Lecom1e pu Novy et V. Hamon. Bull. Soc. chim. Biol., 16, n° 2, 1934, 
p. 177, pour tous les détails de la technique. 
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automatique enregistreur de Leeds et Northrup, que la Maison 
M. E. GC. I. de Paris, a spécialement établi pour nous et muni 
de 33 sensibilités qui nous permettent de couvrir & peu pres 
toute I’échelle des pH avec possibilité de faire des lectures a 
environ 1/10 de millivolt prds, soit grossiérement & 2/1.000 
pres. Ses valeurs élaient d’ailleurs contrélées fréquemment 
au moyen du potentiométre étalon type K, pendant les mesures. 

L’avantage considérable de l’appareillage conslitué par l’élec- 
trode rotative et le potentiométre enregistreur, consiste dans 
l’élimination compléte du coefficient individuel dans les mesures 
et dans la possibilité de conserver les graphiques directs de 
toutes les expériences. 

Dans ces conditions, nous avons obtenu les résultats suivants : 


R&SULTATS EXPERIMENTAUX. 


PReMIFR GROUPE D’expbRieNcES. — Nous avons d’abord traité le 
sérum sans aucune précaution spéciale, c’est-a-dire manipulé 
a l'air libre et chauffé dans des ampoules. scellées. L’espace 
libre au-dessus du liquide étant légerement différent d’une 
ampoule a l’autre. 


ExpERIENCE n° 1. — Sérum de cheval normal. Température de la mesure 20°. 
Mesures au potentiométre enregistreur, contrélées par le potentiel étalon 
concordantes & + 0,000.05 volts prés (1). 


pu 
ELECTRODE S$ 
20° 50° 55° 60° 65° 
ING ie, Apiatesteperee ote 7,920 » » 7,940 » 
Oe ee aS 1,906 » » » 1,965 
Ne Ber souees + bee a 1 PgCO Gn = TASSS » os: 
INGE a seis taeceamene 7,920 » 15,080 » » 


Dans cette expérience, nous constatons un accroissement de 
la valeur du pH, c’est-a-dire une alcalinisation comme l’avaient 


vu un certain nombre d’auteurs (Lieberman, Tangl, Seligman, 
Hecht). 


(1) On remargquera que nous avons exprimé les pH avec 3 décimales, 
malgré les réserves faites plus haut. Il ne faut considérer la troisiéme déci- 
male que comme indicatrice d’excés ou de défaut, et non comme ayant une 
valeur absolue. Cependant, dans le troisitme groupe d’expériences, on verra 
que la précision dépasse la seconde décimale, et que l’on peut en tenir 
compte en tant que valeurs relatives. 
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Expérience n° 2. — Sérum de cheval normal. Température de la mesure 20°. 
temps de chauffage : dix minutes. 


ELECTRODE N° 4 
ae aa ee 


ELECTRODE N° 2 


Ee a rE aren 


température t érat 
en Ueeres pH oaresecse c BH 
PADROR: 3 bab race coats wei 7,920 2. Onee tied. ah Sh Cae aS 7 814 
rE ah Pe a ee 8,000 GO rote Sok aiice cies 1,959 
Oper sage ree oe sais 7,988 ODS ease crete dune tents 1,976 
DOMES MEO He Ue. noes 1,995 Thiet ooh Neel ek roe toe Zhi: 


Dans cette expérience, l’alcalinisation est beaucoup moins 
nelte. Le phénoméne n’est pas progressif. On se rend compte 


qu'il doit y avoir un facteur perlurbateur indépendant de la 
mesure elle-méme. 


EXPERIENCE n° 3. — Sérum de cog. Température de la mesure : 20°. Chauffé 
dix minutes. 


ELECTRODE N° 2 ELECTRODE N° 3 
oe ee a 
température température 
en degrés au en Maoehes ue 
PAN 20- aceere hee aero 7,647 Pe ee peiceto Port elec 7,785 
boys Mempne ar cen SR COD OSes, ceuaitiveake Mtearera eur. 7,865 
(LEY teeta ene A soeicene 1,870 Lares Ge on toh ine MG 7,755 
Gaia cca aryecn co Voptei vor hs 7,850 BS Sata ee Stroe meds Opa 7,806 
OS ite enue ee rete cot nls 7,885 


Cette expérience est franchement mauvaise. Si l’on constate 
une alcalinisation finale, on constate aussi des fluctuations 
inexplicables. 


Expérience n° 144. — Sérum de cheval normal. Manipulé a l’air libre comme ~ 
précédemment, mais l’espace libre au-dessus du liquide dans les tubes 
scellés a été réduit considérablement et ne dépasse pas 0 c.c. 2, avec de 
légéres variations d'une ampoule a l'autre. 


ELECTRODE N° 4 ELECTRODE N° 3 ELECTRODE N° 4 
en  — = ON OT 
température température température , 
‘en Nees esoanns ee en degrés i 

20 ee bli, 200 Q0 aia FS COO KT 20a ey T5690 
eter teed Ohara ee 0090; 5S. 2 ow tly 100 
DO ss e090 OS aoe ae STAY 


60. . . 7,660 
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ll est inutile de publier les résultats des 12 séries de mesures 
effectuées, car l’on voit immédiatement par cette derniére série 
que : 1° les fluctuations sont devenues beaucoup moins impor- 
tantes el que 2° la tendance a |’alcalinisation est presque sup- 
primée (électrode n° 4) et méme remplacée par une faible 
indication contraire (électrode 1 et 3). Cette indication suffit a 
faire penser que les irrégularités des mesures précédentes et 
peut-étre méme l’alcalinisation, étaient dues & la perte de CO,, 
variable suivant les dimensions de l’espace libre au-dessus du 
sérum dans les ampoules. On entreprit donc une nouvelle série 
d’expériences destinées & confirmer ou & infirmer celte opi- 
nion. 


DeEvxitiMe GROUPE D’ExPéRIENcES. — Dans ce groupe, le sérum 
élait manipulé a l’air libre, mais en tubes scellés ne présentant 
pas ou peu d’espace libre au-dessus du liquide. Il nous suffira 
de citer une seule série d’expériences effectuées d’ailleurs au 
moyen de 4 électrodes différentes, ce qui conslitue en somme 
4 expériences. 


Experience n° 14. — Sérum de cheval normal. Mesures & 20°. 


ELECTRODE N° 4 
ee 


température 

en dont pH 
20.3 ace a deok aes Sei 7,782 
ek PP ee ae Jee 1 808 


ELECTRODE N° 3 
SE eee 


température 
en degrés pH 
OER tie, | SEA 7,782 
GOR is Rey ee oe 7,790 


ELECTRODE N® 2 
Sn ey 


température 

Ease Pu 
Shoo «alan, OA 
Ai ges PPD x was 7,803 
ES Ya ete Soe oes ° 7,795 


ELECTRODE N° 4 
OOO] Se. 


température 

ou dente pH 
| eee rr e 
652 AAA SO eee 1,765 
Obi isi aeteor rei 7, 795 


Ces expériences montrent nettement : 


1° Que si l’espace libre est réduit au minimum, les fluctua- 
tions sont nettement diminuées, les écarts entre les valeurs 3 
20° sont faibles (les trois premiéres électrodes donnent des 
valeurs coincidant & 5/4.000 prés, la quatritme seule présen- 
tant un écart de 16/1.000) et 2° qu'il est impossible de conclure 
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a une alcalinisation ou & une acidification, les différences étant 
trop petites ou n’étant pas constantes. 

Ce qui précéie explique la discordance des résultats publiés 
par d’autres-auteurs, et impose de se placer dans des conditions 
plus rigoureuses en ce qui-concerne la manipulation du sérum, 
avant la mesure. Nous avons donc effectué un troisi¢me groupe 
d’expériences en manipulant le sérum sous huile de vaseline 
neutre, sans conlact avec l’air, et en scellant les ampoules 
sans espace libre. Les mesures furent effectuées avec du sérum 
de cheval (Exp. 15.4 31, et 49 455), de beeuf (Exp. 42 et 45) et 
de mouton (Exp. 41 et 44). 


EXPERIENCE n° 415 : 


pH 
ELECTRODE a i re 
20° 45° 50° 55° 60° 63° 
— omeeel eae, —s oe —— aah 
Nett ta. 1,695 7,702 ~ 1,697 » 7,650 > 
NCR. neo: 7,695 » » » » » 
INGE ote cn aca eee 7,, 700 » » » » 1,611 
INO tore sel te 1,102 » » 7,693 » » 


On remarque que les valeurs 4 20° coincident & + 0,004 pres 
pour les 4 électrodes, ce qui est beaucoup plus satisfaisant et 
permet, au besoin, d’interchanger les électrodes puisque les 
valeurs absolues du point de départ ne sont pas supérieures a 
la valeur admise des erreurs d’expérience. 

Mais on remarque surtout la conslance du pH pour toules 
les températures sauf 60°, température & laquelle la différence 
atteint 0,045 pH, vers ?acidité. On retrouvera ce phénoméne 
dans toutes les séries suivantes, avec parfois un abaissement 
progressif 4 partir de 54°. 


EXpériENce n° 17: 


pH 
ELECTRODE eee 
20° 45° 50° 58° 60° 62° 64° 
No 4. 7,815 7,805 » » » 7,760 » 
No 2. 7,833 » 7,822 » 7,790 » » 
No 3. 7,815 » » dno » » 7,790 
No 4. 7,;833 » » » » » » 


Dans cette expérience, les écarts entre les valeurs initiales 
sont dus, non a I’électrode d’hydrogéne, mais aux électrodes au 
calomel. Correction faite, la différence est réduite & 0,008 pH. 
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Expérience n° 20. — Sérum de cheval normal. Chauffé dix minutes. 


pH 
ELECTRODE ee — 
QU° 45° 50° 58° 60° 62° 64° 
No 1. 7,730 » 7,720 » » » » 
Nei 25 TSO, wed 20 » » » » » 
INGE Stans) ce on Lol » » 7,705 7,700 » » 
NOS4 aie kis mlou » » » » 7,685 71,785 


EXPERIENCE n® 23. — Sérum de cheval. Chauffé dix minutes. 


pH 
ELECTRODE re 
20° 50° 55° 60° 62° 63° 649 
Nei... 3 .7j840 » » 7,757 7,782 » Dar ge) 
Neve, za.) T8207 Ty Side ISa8 » 7,783 » >, 
NOS eo) egue, SIGS LO Rol SOS mato 00) » » 7,770 » 
ExpErIence n° 26. — Sérum de cheval normal. Chauffé dix minutes. 
as 
ELECTRODE — 
20° 53° 55° 57° 50° 61° 63° 65° 
Noid noc) spall yf8 Li 6L8a,7, COR, pan k de BOF ia oy » . 
N° Oe erg Oo » » 7,590 7,564 » 7,583 » 
ING Suseies tae 7 OG » 7,608 » » 1,574 » 7,605 


ExpERIENCE n° 27. — Sérum de cheval normal. Chauffé dix minutes. 


pu 
EEECTRODEusi tas oe ane ena 
20° by 56° 58° 60° - 61° 62° 64° 
Neeoe ea. ds 6d3 » » » » 7,566 7,545 » 
INST3a ese a OLO mp GUSME DoS » » » » 7,575 
Nee as ee 7,615 » » 6,575 7,566 » » » 


ExpERIENCE n° 49. — Sérum de cheval normal. Chaufté dix minutes. 


pu 
20° dhe 56° 58° 59° 60° 62° 64° 66° 
No dike. a rig30 » 7,702 » » 1,692 » » » 
Nie a inte aes 1s » » » 7,682 » » 
Noes cue menips » » 7,696 7,692 » » 7,673 » 
INO Hore Beek 


» » » 7,685 » » » 1,677 
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Expérience n° 55. — Sérum de cheval normal. Chauffé dix minutes. 


ELECTRODE 


Ro 
Noo... 
Nee 


7,543 
7,536 
7,540 


» 


7,523 


» 


7,823 


7, 463 


7,445 » 
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On voit par ces deux séries d’expériences qu'il arrive parfois 
que la diminution dans la valeur du pH commence plus tot, 
a 55° et & 56°. Le fail est peu fréquent. On voit aussi que le 
minimum peut étre déplacé jusqu’a 63° ou 64°. Néanmoins, 
dans la grande majorité des cas, la valeur minima est atteinte 


avant 62°. 
ExpsRIENcE n° 42. — Sérum de beeuf (abattoirs). Chauffé dix minutes. 
pH 

BLECTROD 9 ————mmr 
20° 54° 56° 58° 60° 62° 64° 66° —s«68e 

Net. . TG G20) SST, OFF ay x30, BOR TA ye BO | oatg TS 
IN ODO eres O19) » » 7,598 » » » 7,568 » 
Nese 2,098 27,020 » » » 7,550 » » » 
No 4. . 17,605 » 7,600 » » » 7,562 » » 


Experience n° 44. — Sérum de mouton (abattoirs). Chauffé dix minutes. 


ELECTRODE 


No 4 
No 2 


INGE) ie xs 


No4. 


20° 


7,825 
7,832 
7,832 
71,837 


56° 


7,845 
7,825 
» 


» 


» 
7,810 


» 


» 


1,785 


64° 66° 68° 
» » » 
» 7,748 7,742 
148 » » 
» » 7,153 


Ces exemples suffisent pour montrer que : 1°en manipulant le 
sérum &l’abri de lair sous huile de paraffine, on obtient avec 
différents échantillons du méme sérum et différentes élec- 
- trodes.des valeurs concordant & mieux que 1/100 prés; 2° qu'il 
se produit, par chauffage de dix minutes seulement un 
minimum du pH, donc une acidité, généralement entre 59° 
et 62°, et que cette acidification faible a une valeur moyenne de 
l’ordre de 0,05 pH (les extrémes étant 0,03 et 0,07) de beaucoup 
supérieure aux erreurs possibles d’expériences. Cette acidité 
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correspond & peu présa une augmentation moyenne de 13 p. 100 
de la concentration des ions hydrogenes; et 3° que ce minimum 
est souvent suivi d’une augmentation du pH, aux températures 
voisines de celle de la coagulation (66°). 

Le sérum de beeuf et le sérum de mouton fournissent des 
résultats semblables. 


INFLUENCE DU TEMPS DE CHAUFFAGE. — Le temps de chauffage 
ne parait pas jouer un rdle, pas plus que pour les autres phé- 
noménes physiques précédemment décrits. Tout au plus, avec 
un chauffage d’une heure, avons-nous observé le minimum 
& 58°, c’est-a-dire un peu plus tot. Mais l’amplitude n’avait. 
pas varié. 


Expértence n° 39, — Sérum de cheval normal. Chauffé pendant une heure. 
pl 
ELECTRODE een 
200 52° 56° 58° 60° coag. a 62° 
No 4 71,513 7,502 » » » » 
Ne 3 SOLS » 71,475 7,442 7,471 » 
No 4 155, » » 7,454 » » 


Le phénoméne décrit ci-dessus, c’est-a-dire l’acidification 
légére du sérum chauffé entre 58° et 62° est affecté par la 
valeur du pH originel du sérum. En d'autres termes, si l’on 
acidifie le sérum avant chauffage, méme légérement, 4 pH 6,80 
par exemple, il ne se produit presque plus ou plus d’abaisse- 
ment du pH aprés chauffage, comme le montrent Jes expé- 
riences suivantes. Dans certains cas, on constate méme une 
légére alcalinisation. 


Expkrignce P. 94. — Sérum de cheval normal. 


Echantillon A, (25 cent. cubes) acidifié 
par courant de CO, pendant huit 
minutes, puis recouvert dhuile de 
vaseline. Chauffé dix minutes en 
tube scellé. Température de la 
mesure : 20°. 


pu 
208 es Speake to ees 6,710 
Gis. 2k, Sees 6.715 


Echantillon B, (témoin) simplement. 
maintenu sous huile neutre, chauffé 
et mesuré dans les mémes condi- 
tions. 


SS 4S er cau We, owe | LO) ng 


60° 7,580 
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Expfrignce P.109. — Sérum de cheval. 


A. Acidifié par courant de CO, pen-_ B. Témoin. 
dant dix minutes. Chauffage et 
mesure comme ci-dessus. 


pH pu 
phage eee acon eae er GriGOL Domenic hens, Soha 3 7,667 
OMe IN See ae te © TBR yun CORY aah Bs eI ik 1,623 
Cee pe ES). Sse TEE WEG S ofets 21h yg TS as 1,667 
a ee eee oe SATB ACR biew sed e-erett wet Sts 1,615 


Afin d’étudier le phénoméne sur une plus grande échelle de 
pil, nous avons acidifié le sérum au moyen d’une solution 
normale d’acide chlorhydrique, de la facon suivante : a un 
volume de 9,9; 9,8; 9,7; 9,5 cent. cubes de sérum, on ajoutait 
0,1, 0,2, 0,5 cent. cubes de solution HCl/N, pour ramener a 
10 cent. cubes. Nous avons ainsi confirmé le fait signalé par 
Sérensen (/oc. cet.) qu'un sérum dont le pH a 6lé ramené a 4,78 
(9,5 cent. cubes sérum-+-0,5 N.HCl.) coagulait 4 60°. Nous 
avons donc été forcés de ne pas acidifier autant. Aux environs 
de pH 5,4, le sérum ne coagulait plus aprés chauffage a 60°. 
Mais nous avons constaté, dans ce cas, que le chauffage déter- 
minait une trés légére alcalinisation, au lieu de l’acidification 
observée sur le sérum normal non acidifié préalablement. En 
d'autres termes, un sérum chauffé dix minutes a 60°, puis 
refroidi présente soit une acidification légére, soit une alcali- 
nisation légére (lune et l'autre de ordre de 0,5 pH) suzvant 
que le pH initial du sérum était alcaln ou acide. Vers pH 6,90, 
les courbes se rencontrent, et il n'y a ni acidification ni alcali- 
nisation, ou tout au moins d’un ordre de grandeur égal aux 
erreurs d’expérience. (Exp. P. 153). 


ExpkériEence P. 153 : 


HCI/N Ajouté 


pour cent 


Sérum témoin (non chauffeé) . 5 5,38 ) i 
Sérum chaulfé a 60°... .. 5 ; B43 | 


Différence en 7-H + 0,03) + 0,02) + 0,05 
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Le méme phénoméne se produit avec le sérum dilué, et 
l’amplitude des variations est du méme ordre. Comme on le 
voit, le phénoméne est petit, mais régulier. 


Strum pictus. — Comme il n’est pas possible de suivre 
lalcalinisation aprés 66° & cause de la coagulation, et 
comme, d’autre part, il était intéressant de savoir si vrai- 
ment le minimum du pH 4 60° était suivi d’une remontée, 
nous avons dilué le sérum avec des quantités variables de 
solution physiologique a 0,9 p. 100 et avec une solution de KCl 
& 9,525 p. 1.000. 

Nous avons constaté, dans ces conditions, une acidification 
plus marquée, débutant aux environs de 54°, mais nous n’avons 
pas observé d'une facon réguliére de remontée aux tempéra- 
tures supérieures 4 62°. Le minimum était généralement atteint 
& une température plus élevée et variable. 


EXPERIENCE n° 32. — Sérum de cheval dilué 4 volume égal de KCl isoto- 
nique. 


pH 
ELECTRODE a aca 
200 54° 600 68° 70° 
Note Seen cae 7,762 » 7,668 7,623 y 
INO TS Wetter tee Lianne 1, 162 7, 122 » » 7,595 
ExpEalENcE n° 33. — Sérum de cheval dilué & volume égal de KCI isoto- 


nique. 


ELECTRODE _—@ OO  __ 
20° 54° 56° 60° 620 64° 66° 69° WP2 


Nod 1,731 7,720 » » T6100 7,655 » » » 
Ne 2 7,748 » 7,704 » » » » » » 
No 3 W125 » 7,670 » » » 7,664 » 7,655 
No 4 Ugtl? » » 7,683 » » » 7,670 » 


Expérience n° 50. — Sérum de cheval dilué au 41/8 (4 cent. cube sérum + 
7 cent. cubes NaCl isotonique). 


pH 
ELECTRODE i  _— 
20° 55° 15° 85° 100° 
INOcd) ee ee ee 7,635 » 7,530 » » 


TO OU | 71,6353 7,633 » 7,555 7,566 
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EXPERIENCE n° 54. — Sérum de cheval dilué au 1/8 au KCl isotonique. 


; pu 
BUECRRODE OO Tr _ 
20° 55° 60° 65° 70° 75° 80° 90° 100° 
N 4 oa ae 7,480 » 7,410 » 1,374 » » » » 
INOW ms Tipouls. » » » » 7,410 » » » 
Noe 80! 7,664 ay 2 13805) oe, Nitty 330 4783047800 


En se basant sur ces expériences faites avec le sérum dilué et 
sur un assez grand nombre d’autres qui donnérent des résultats 


Be, 
E 


a 


Bex 
ee 


| 

| | 

Ei 

i 

a 

Z 
ADs 
eile. (a) 
Bas 


Fad 
jc AGM SF 8c aS 


y wdo” Mio” N10? NID" 0 wo” w10” N10" M10" NV. 


Conc finale en NaOH norma! Conc.finale en HC) zorma/ 


NaOH go HEL 


Grapuiqve 1. — Pouvoir tampon du sérum de cheval 
et du mélange tampon d’acétate. 
Concentration des solutions NaOH ou HCI ajoutées au sérum. 
4 cent. cube solution NaOH ou HCl ajouté a 9 cent. cubes sérum. 
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analogues, il est impossible de tirer une conclusion au sujet 
de ce qui se passe dans le sérum pur au-dessus de 62°. Les 
phénoménes, par suite de Ja dilution, sont probablement tres 
différents. On peut admettre, par conséquent, que le sérum 
chauffé aux environs de 60° présente un minimum dacidile, 
parfois suivi d’une remontée vers l’alcalinité. L’interprétation 
de ce fait est trés difficile pour le moment. 


Povvork Tampon pu strum. — Nous nous sommes demandés 
si cette acidification n’était pas corrélative d'une diminution 


San he 
ie ye 
Peccar  prei Tel 7 
| ame | ea 
86 \ + —- Rig)\2 
{ | 
Hr PB aR) 
62 ES ae SiR aR eI | HES: 
80 [ heen Herple city Sieh sth 
Ifa hee Ihe \ la ae 4 
ee cae eel ISIE I 
14 ae = Sain = 
72 is a] 
70 ll + b + Se 
68 Bit Nate sa Ss 
66 ; es ea Bee 
64 = k £ahelile \cantrattee » | 
62 eile ; 
6 Wi Nadi Mig | NAg | 19 Remi 7 LW 


GrRAPHIQUE 2. — Pouvoir tampon du sérum non chauffé 20° 
et chauffé dix minutes & 55° et 620. 
Concentration des solutions NaOH ou HC}! ajoutées au sérum. 
cent. cube solution NaOH ou HCl ajouté a 9 cent. cubes sérum pur. 


du pouvoir tampon du sérum consécutive au chauffage. Nous 
avons, dans le but de répondre a cette question, effectué des 
séries de mesures en ajoutant des quantités variables de HCl 
et de NaOH & des sérums non chauffés et chauffés. Le résultat 
de ces expériences est exprimé par la figure 2. Sur la figure 1, 
nous avons indiqué, & cété du pouvoir tampon du sérum 
chauffé, le pouvoir tampon de la solution de Michaélis et la 
diagonale représente les valeurs prises par l'eau (tampon — 0) 


par addition des mémes quantités d’acide ou d’alcali. La figure 2 
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montre bien que%le pouvoir tampon du sérum n'est pas modifié 
par la chaleur. Par contre, on voit clairement l’effet di au 
chauffage quijdéplace toute la courbe vers l’acidité. On voit 
également que le sérum est mieux tamponné du cété acide que 
du cété alcalin. 


Résumh. 


Le sérum sanguin, manipulé avec précautions de facon & 
limiter la perte de CO, au minimun, présente, lorsqu’il est 
chauffé méme pendant dix minutes seulement, un minimum 
de pH, c’est-a-dire une acidité maxima, vers 60°. Jusqu’a 56°, 
la valeur du pH est sensiblement constante, mais on constate 
souvent le début de l’acidification & partir de cette température. 

Ce phénoméne est constant, mais de faible amplitude : la 
valeur moyenne de la chute étant de 0,05 pH. Au dela de 60° 
ou 62°, on constate quelquefois une remontée du pH (alcalini- 
sation) qui raméne sa valeur au niveau ou méme au-dessus de 
sa valeur primitive. Ces phénoménes ne peuyent étre observés 
~ qu’a condition d’empécher toute perte de CO, avant, pendant et 
aprés le chauffage. 

L’alcalinisation trouvée par certains auteurs était donc due 
4 la perte de CO, qu’ils ne songeaient pas a éviter. Les auteurs 
qui conclurent a l’absence de variation par chauffage dispo- 
saient d’une technigue plus rigoureuse mais d’une méthode 
de mesure qui n’était, ou pas assez sensible ou pas assez fidéle. 

Lorsque le sérum est dilué au moyen de solution isotonique, 
on observe les mémes phénoménes. La chute est plus marquée 
et débulte généralement vers 55° pour aboutir progressivement 
au minimum. Au dela de 60°, les valeurs du pH oscillent 
autour de la valeur minima et présentent rarement une ten- 
dance vers |’alcalinisation. 

Ce phénoméne caractérise le sérum normal ayant un pil 
compris entre 7,20 et 7,80 (a 20°). Sile pH du sérum est abaissé 
vers 6,80 ou 6,90 avant le chauffage, l’'amplitude du phénoméne 
diminue considérablement et tend vers 0. A des valeurs plus 
grandes de l’acidilé (jusqu’a 5,4 par exemple) le phénoméne 
est inversé et l’on observe une alcalinisation par suite du 
chauffage 4 60°, de méme amplitude moyenne que le phéno- 
méne précédent, soit 0,5 pH. Les courbes représentant les varia- 


460 ANNALES DE L’'INSTITUT PASTEUR 


tions du pH de deux échantillons du méme sérum en fonction 
des quantités d’acide ajoutées, l'un chauffé a 60° et l’autre non 
chauffé, se coupent donc vers pH 6,85. 

Le chauffage & 62° ne modifie pas le pouvoir tampon du 
sérum. 

Ce phénoméne s’ajoute donc a la liste des neuf que nous 
avons déja décrits, et qui caractérisent la température critique 
du sérum et la destruction de l’alexine par la chaleur. 


L'IMMUNITE DES PLANTES 
VIS-A-VIS DES MALADIES A VIRUS 


par M. J. DUFRENOY 


(Station de Pathologie végétale de Bordeauz). 


Introduction. 


La rapidité avec laquelle certains virus se généralisent dans 
une plante aprés inoculation, sans réaction histologique 
évidente, donnait @ priort peu d’espoir d’obtenir, par sélection 
ou croisement, des plantes résistantes 4 un virus. Cependant, au 
cours de ces derniéres années, l'étude cytologique des réactions 
des cellules végétales aux virus, la sélection et la propagation 
des plantes résistantes 4 des virus causant.des maladies redou- 
tables, les expériences d’exaltation et d’atténuation de virulence 
des virus par passages dans des hétes intermédiaires, |’utilisa- 
tion de plantes ou d’insecles comme filtres pour effectuer l’ana- 
lyse de ces complexes de virus, enfin les expériences de vaccina- 
tion par certains virus contre certains autres, ont apporlé a 
létude de l'immunologie chez les plantes plus de faits que l'étude 
des champignons et des bactéries phytopathogénes. 

Toute étude des problémes de l’immunité vis-a-vis des mala- 
dies & virus exige que des inoculations expérimentales soient 
faites dans des plantes neuves (exemptes de virus) avec des 
virus purs, bien définis. 

Ces conditions sont difficiles & satisfaire, car, au moins dans 
certaines espéces de plantes, de nombreux individus peuvent 
étre contaminés par des virus latents, dont la présence n’est pas 
décelable par le seul examen des plantes (voir plus loin virus 
latents) et d’autre part, lorsque les plantes manifestent des 
symptomes d’infecltion par maladies & virus, ces symptomes 
sont rarement dus 4 un seul virus, mais bien plutdt a l’effet 
d’un mélange ou d’un complexe de virus. 
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Définition des maladies a virus. 


Une maladie & virus (sous-entendant, a virus filtrable) est 
celle dont les sympltémes peuvent étre reproduits, par inocula- 
tion, & une plante saine susceptible, du filtrat de jus exprimé 
d’une plante affectée. 

On rapporte aussi, & ce groupe des maladies & virus, des 
maladies qui jusqu’ici n’ont pu étre expérimentalement trans- 
mises que par l’intermédiaire d’insectes nourris préalablement 
sur des plantes affectées, ou sur le jus filtré exprimé de ces 
plantes malades. 

Enfin, provisoirement et jusqua plus ample informé, il 
parait logique de raltacher, au groupe des maladies 4 virus, 
certaines maladies qui, Jusqu’ici, ne peuvent étre transmises 
que par greffe. 

Une maladie a virus se définit par les symptémes que pro- 
voque, dans des condilions de milieu déterminé, l’inocula- 
tion d’un virus délerminé, 4 une plante de constitution géné- 
tique déterminée. 

Les symptémes, qu'ils soient appréciés macroscopiquement, 
histologiquement ou cytologiquement, ne sont en derniére 
analyse que la manifestation de troubles métaboliques et, plus 
particulitrement, de modifications de l’amylogénése, de l’amy- 
lolyse, de intensité respiratoire, de la protéogénése et de la 
protéolyse. 

Les effets d'un méme virus dépendant de l’age de la cellule 
affectée, les méthodes d’investigation macrochimique ou phy- 
siologique risquent de confondre, dans une résullante confuse, 
les effets concomitants d’actions antagonistes. 

Bien mieux, les effets d'un virus sur une cellule étant spé- 
cialement localisés & un certain territoire cellulaire, seules les 
méthodes de la cylologie fine, guidant l’étude cytochimique, 
peuvent permettre de comprendre le mode d’action des virus, 
en permettant d’étudier) lévolution pathologique des divers 
constituants de la cellule affectée. 

L’étude des maladies a virus, apres une période de descrip- 
tion quant aux symptomes, d’empirisme quant au mode de 
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contamination, est entrée dans le domaine de la Biologie expé- 
rimentale depuis l’acquisition de ces quelques notions. 

1° Un virus est formé de particules (représentant probable- 
ment chacune un microorganisme); chaque virus se définit : 

a) Par ses propriétés physiques : dimensions, charge élec- 
trique des particules élémentaires ; 

6) Par son pouvoir pathogéne ou sa virulence, c’est-a-dire 
par son aptitude & faire apparaitre, sur les plantes inoculées, 
des symptémes pathologiques généralisés ou des lésions nécro- 
tiques localisées ; 

c) Par la résistance de cette virulence aux agents physiques; 
(température), ou chimiques. 

2° Les symp!émes d’une maladie a virus se définissent: 

a) Par l'aspect macroscopique des variations de la couleur 
verte des feuilles (mosaiques, taches en anneau), par les défor- 
mations dues aux inégalités de croissance (frisolée) ou par les 
manifestations de l’ inhibition de croissance (rosette, courtnoué) ; 

6) Par les caractéres histologiques des lésions (affectant plus 
ou moins spécifiquement tel tissu); 

‘c) Par les modifications cytologiques, en particulier par la 
nature des « inclusions » formées par les cellules affectées (1) ; 


(1) TECHNIQUES EMPLOYEES POUR L’ETUDE cYTOLOGIQUE : Observation vitale dans 
le liquide de Ringer (NaCl, 6; KCl 0,075; CaCl, 0,1; CO,;NaH, 0,1; eau 1.000). 

Colorations vitales : rouge neutre en solution de Ringer. 

Réactions microchimiques pour la tyrosine: réactif de Milon-Denigés; pour 
les lipides et les oléo-résines : bleu d’indophénol naissant. 

Fizalions. — Des coupes 4 main levée, des arrachements ou des dilacéra- 
tions des tissus a fixer sont exécutées sous le liquide fixateur. 

Liquide de Nemec: Cr,0,K, 1 p. 100, 50 cent. cubes; CrO, 1 p. 100, 50 cent 
cubes, formol 4 cent. cubes (fixer pendant vingt-quatre heures en changeant 
le liquide au moins une fois). 

Liquide de Regaud: Cr,0,K, 4p. 100, 40; formol neutre a 40 p. 100, 10 (fixer pen- 
dant quatre jours en changeant le liquide au moins une fois ; post-chromater 
huit a vingt jours dans la solution de bichromate de potasse a 4 p. 100). 

Les fixateurs bichromatés précipitent les composés phénoliques de leur 
solution, dans les vacuoles, sous forme de grains ou de sphéres jaunes, 
fixant fortement les colorants, surtout les bleus basiques. 

Les précipités ont un diamétre d’autant plus que la solution de bichromate 
est plus diluée. 

Liquide de Meves : Acide osmique 2 p. 100, 40 cent. cubes; acide chromique 
4 p. 100, 50 cent. cubes (fixer pendant huit jours) : les composés phénoliques 
sont précipités et colorés en noir; certains lipides sont colorés en bistre. 

Colorations : apres les fixateurs bichromatés ; hématoxyline ferrique ou 
fuchsine acide; aprés le Meves : fuchsine acide. 

Hématoxyline : La solution, préparée en broyant 2 grammes d’hématoxyline 
dans 10 grammes d’alcool puis en étendant avec 80 grammes d'eau plus 
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d) Par les modifications pathologiques du métabolisme cel- 
lulaire, en particulier par les troubles de l’amylogénése et de 
lamylolyse. 

3° Certains virus sont virulents pour des plantes appartenant 
& un grand nombre d’espéces et méme de genres différents; 
les symptomes de la maladie produite par linoculation d'un 
certain virus pouvant varier beaucoup selon le genre, l’espéce, 
la variété et méme le génotype de la plante inoculée. 

a) La réaction d’une plante & un virus déterminé dépend, 
bien entendu, non seulement de son genre, de son espece, 
mais encore de sa constitution génétique ; 

6) La réaction d’une plante déterminée & un virus déter- 
miné dépend : 

1° De l'dge des tissus exposés & la contamination ; 

2° Des conditions de nutrition ; 

3° Des conditions de température : des symptémes évidents 
a une certaine température, peuvent étre « masqués » 4 une 
température supérieure ou inférieure ; 

4° Un virus déterminé, au méme titre qu'un organisme 
vivant quelconque, peut montrer des fluctuations, des varia- 
tions dans le temps. Un certain virus X peut donner des formes 
de virulence atténuée ou exaltée X,, X,, X,. 

Ces variations peuvent apparaitre spontanément ou ¢tre provo- 
quées par des « passages » chez des hétes d’espéces différentes. 


40 grammes de glycérine, est préte a l'emploi au bout de vingt-quatre heures 
d’exposition a lair. 

Les coupes, aprés un mordancage de quatre a huit jours dans une solu- 
tion d’alun 4 1 p. 400, sont colorées dans la solution d’hématoxyline pendant 
deux a huil jours, puis différenciées dans une solution d’alun a 0,5 p. 100. 

(Si les coupes sont collodionnées, la différenciation est presque atteinte 
lorsque le collodion est décoloré.) 

Fuchsine acide : La solution est obtenue en dissolvant 1 gramme de fuch- 
sine acide dans 10 cent. cubes d'eau anilinée (fraichement préparée, en 
agitant pendant quinze minutes parties égales d’huile d’aniline et d'eau, puis 
en filtrant sur filtre mouillé). 

Les coupes (collodionnées par immersion des lames dans un mélange de 
parties égales d’éther et d’alcool absolu contenant une trace de collodion 
non riciné) sont recouvertes de colorant et chauffées vers 80° jusqu’A émis- 
sion de vapeurs; chauffer trois fois de suite (jusqu’é ce que la goutte de 
solution de fuchsine se couvre de couleurs d’irisalion); laver, différencier 
par la solution a 4 p. 100 de vert de méthyle (dix 4 soixante minutes). 
Noyaux, nucléoles, mitochondries, stroma des plastes et cristalloides de 
protides : rouges, cytoplasme rose; amidon verdatre; composés phénoliques 
rouges ou verts, toujours fortement colorés. 
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5° Deux virus, par leur coexistence dans une méme plante, 
peuvent provoquer des symptoémes pathologiques trés diffé- 
rents de ceux que permettraient de prévoir l’action de chacun 
azissant isolément. 

Les maladies a virus telles que nous les observons dans la 
nature paraissent rarement causées par un virus pur; les 
symplomes évidents résultent de l’action concomitante de deux 
ou plusieurs virus, présents & la fois dans la plante malade. 

D’une plante affectée par un mélange (ou un complexe de 
virus) chaque virus peut étre isolé a l'état pur, par des 
méthodes physiques, chimiques ou biclogiques convenables. 

6° Les maladies 4 virus étant, comme les autres maladies 
infectieuses, soumises aux lois de limmunologie, les consé- 
quences de l’infection par un virus (ou par un complexe) 
dépendent de Uhistoire étiologique de la plante : une plante 
exemple de virus ne réagira pas comme une plante déja infectée 
par un virus. Certains virus ont une action vaccinante, d'autres 
_une action sensibilisante. 

7° Certaines plantes peuvent héberger certains virus sans 
manifester aucun sympt6me pathologique : ces plantes peuvent 
étre qualifiées de « porteuses de virus » et le virus est dit 
« latent ». 

8° La présence d’un virus latent chez un « porteur de virus » 
peut étre révélée par Vinoculation d’un second virus qui, en 
présence du virus latent, provoque des symptémes patholo- 
giques différents de ceux qui se manifesteraient chez une 
plante préalablement exempte de virus. 


Virus purs, mélanges et complexes de virus. 


Beaucoup de faits jusque-la inexplicables, et en apparence 
contradictoires, ont regu une explication logique lorsque 
K. Smith eut prouvé qu'il existe un virus X, extrémement 
répandu dans la nature qui, seul ou en mélange avec un 
deuxiéme virus Y, est le grand responsable des maladies de 
mosaique ou de frisolée de la pomme de terre ainsi que des 
divers états pathologiques du Tabac. 

Le virus X est extrémement répandu, méme & |’état latent, 
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dans des plantes d’apparence saine; une piqdre d'aiguille 
souillée du jus d’une plante infectée suffit & le transmettre a 
une plante saine, mais il n’est pas transmis par les pucerons. 

Au contraire, le virus Y ne peut ¢tre transmis que par 
Vintermédiaire d’un puceron (Myzus persice) qui, apres avoir 
sucé la séve d’une plante infectée, peut contaminer une 
plante saine. 


Virus X. 


Virus X de K. Smith; virus du Tabac n° 5 de J. Johnson; Ringspot, virus de 
J. Johnson ; Ringelviren de Kohler; virus Hy IV de Hyoscyomiws d’Hamilton. 


Fic. 1. — Positif, d'un négatif par contact, de portion de feuille de Tabac 
affectée par le virus Y. Les bandes vert foncé qui bordent les nervures, 
transmettant moins de lumiére que le reste du tissu vert clair, apparaissent 
en noir sur fond gris (Photo Ramadier). 


Les formes atténuées de virus X correspondent au virus latent des 
pommes de terre, au virus d’ « American healthy potatoes »,de Johnson, 
aux virus de « Stop necrosis » de Quanjer, et de la mosaique banale de la 
pomme de terre. 

I] existe probablement une série de formes d’inégale virulence, dont les 
atténuées, latentes chez la pomme de terre, se manifestent chez le Datura et 
le Tabac par une mosaique, tandis que les formes plus virulentes se mani- 
festent chez certaines variétés de pommes de terre par une mosaique et 
chez le Tabac par des taches annulaires, et que les formes les plus viru- 


lentes causent, chez certaines variétés de pommes de terre, des nécroses : 


(top necrosis de Quanjer), qui affectent d’abord les tissus libériens pour se 
généraliser ensuite aux autres tissus. \ 


Le virus X peut provoquer, dans les cellules affectées, des modifications 


locales du cytoplasme, illogiquement nommées « X-bodies ». 
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Fic. 2. — Coupes transversales de la feuille de Tabac affectée de virus Y. 
A gauche, au niveau du tissu vert clair, a droite, au niveau d'une bande 
vert foncé; v, solution vacuolaire colorable vitalement par le rouge neutre 
(figurée en gris); 7, gouttelettes huileuses (colorables post-vitalement par 
te bleu d’indophénol) dans leg plastes pl des cellules vert clair; a, grains 
d’amidon dans les plastés des cellules vert foncé; n, noyau; ty, cristaux de 


tyrosine; ep, épiderme. 


468 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Virus Y. 


Virus Y (Vein banding virus des auteurs américains). 

Ce virus affecte particuligrement les tissus vasculaires des feuilles (déco- 
loration des nervures); les formes graves (streak) se manifestent par des 
nécroses le long des nervures. 

Le virus Y inoculé au Tabac par des Myzus persice préalablement nourris 
sur des pommes de terre infectées, rend d'abord translucides les nervures 
des jeunes feuilles. Ce virus est commun sur les Tabacs cultivés au voi- 
sinage des Pommes de terre. 

Il parait exister une série de formes de virus Y, différant quantitativement 
quant & leur degré de virulence. Kohler propose de rapporter au groupe des 


Fic. 3. — Cellule d’épiderme arrachée de la surface d'une feuille de Tabac 
affectée de virus Y, et fixée par le mélange formol-bichromate de potasse, 
acide chromique; la fuchsine acide colore : en rose, le noyau (n); en rouge, 
le nucléole, les mitochondries (m) [dont l’alignement dessine le réseau 
en « nid d’abeilles » que forment certains réseaux cytoplasmiques], le 
contour des plastes (pl) et les cristaux protéiques (pr). 

La « polarisation » de la cellule se manifeste par la disposition des mito- 
chondries autour d’un systéme de petites vacuoles, au voisinage du noyau, 
tandis que l’autre extrémilé de la cellule est occupée par une grande 
vacuole riche en tétraédres d’oxalate de calcium oz. 


virus Y les virus qui, inoculés au Datura stramonium, ne provoquent aucun 
symptome, inoculés a l'état pur a un Tabac sain rendent les nervures des 
feuilles plus ou moins translucides et qui, inoculés 4 un Tabac infecté de 
virus X, exagérent la manifestation pathologique des symptomes. 


INOCULATION AU TABAC DU MBLANGE DE VIRUS X-+Y. 
(Synthése du virus n° 4 de Johnson.) 


K. Smith, inoculant & une jeune plante de tabac (White 
Barley ou Virginia), au moyen d’une piqtre d’aiguille, le 
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mélange des virus X et Y, voit, au bout de quatre jours, les 
premiers symptomes du virus X se manifester autour du point 
d'inoculation par deux anneaux concentriques; trois jours 
plus tard, c’est-a-dire aprés sept jours d’incubation, le virus Y 
se manifeste par une décoloration des nervures des jeunes 
feuilles. Plus tard, ces jeunes feuilles réagiront, par des 
nécroses locales, & la généralisation du virus X. Le virus X 
parvenant dans les jeunes tissus plus tard que le virus Y, ne 
peut, dans les tissus déja infectés par le virus Y, faire appa- 
raitre les taches annulaires caractéristiques du virus X pur. 

En résumé, le virus X, aprés une courte incubation, se 
manifeste par des lésions locales au point d’inoculation, mais 
se généralise lentement. Le virus Y se généralise rapidement 
et atteint les jeunes feuilles, pours’y manifester avant le virusX. 

De plantes de Tabac infectées depuis longtemps par le 
mélange X--Y, K. Smith a pu souvent isoler le virus Y, 4 
Pétat pur, des jeunes feuilles. 


Virus A. 


Ce virus a été récemment isolé par Murphy et Me Kay des pommes de 
terre de la variété Irish Chieftain ; il est transmis par le Puceron Myzus per- 
sice. I1 détermine une décoloration des nervures (vein banding) du Tabac. 
Il correspond sans doute 4 une forme de virus Y. 


Les maladies a virus du Tabac. 


James Johnson a décrit 9 virus capables de provoquer des 
maladies & virus du Tabac. 6 d’entre ces virus peuvent conven- 
tionnellement étre considérés essentiellement comme des 
virus du Tabac. 

La mosaique qui s‘observe naturellement dans certaines 
cultures peut étre la manifestation d'une infection par un 
mélange de certains de ces virus. Dans les champs, la mosaique 
commence & se manifester dés aprés le repiquage, soit : 

4° Par une décoloration des tissus le long des nervures 
d’une jeune feuille (les nervures deviennent translucides, d’ou 
le nom anglais de « vein clearing »). 
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2° Par un jaunissement de la pointe du limbe d’une jeune 
feuille. 

A mesure que la plante se développe, les jeunes feuilles 
successivement formées peuvent montrer une mosaique de 
plages vert foncé, vert pale ou jaunatre sur le fond vert clair 
de la feuille qui peut se gaufrer ou se déformer par suite d’iné- 
galités de croissance. 

Le virus du Tahac n° 4 (défini par Allard, 1914) est sans 
doute le plus commun en France; il cause une mosaique 
ageravée de déformation des feuilles et d’un nanisme de 


N. tabacum. 


Virus n° 1 de James Johnson 
correspond aussi probablement au virus de la mosaique A. de Fernow). 


C'est le virus le plus commun dans les cultures de Tabac, en particulier en 
France. II se caractérise essentiellement par les quatre propriétés suivantes : 

1° Résistance extraordinaire aux agents de destruction par le fait quil 
conserye sa virulence pendant une vingtaine d’années dans les tissus des- 
séchés des tabacs affectés, en herbier et méme dans les tabacs manufac- . 
turés A fumer, a chiquer et quil reste virulent, au moins d’une année a 
lautre, dans les débris de plantes affectées enfouies dans le sol. 

2° Inoculé au Tabac (N. tabacum), il ne fail apparaitre aucune lésion 
évidente au point dinoculation (les symptomes primaires, limilés & une 
accumulation d’amidon autour des points de pénétration du virus, ne 
peuvent étre révélés que par l'étude histochimique). Les premiers symp- 
tomes secondaires se manifestent par une décoloration des tissus le long 
des nervures des jeunes feuilles (vein clearing), puis par une mosaique des 
feuilles qui se différencient aprés Vinoculation. Dans les cas graves, on 
observe des déformations foliaires et le nanisme par inhibition de croissance. 

Liinfectiosité est telle que la contamination d’un Tabac sain est a redouter 
lorsqu’on manipule une de ses feuilles aprés avoir manipulé un Tabac 
affecté de mosaique ou une cigarette faite de tabac affecté. Les ouvriers 
qui chiquent du tabac affecté de mosaique contaminent les Tabacs sains 
par leurs crachats. ; 

3° Inoculé au Tabac ou a toute autre plante susceptible de manifester une 
mosaique, le virus n° 4 fait apparaitre, dans les cellules, des « corps vacuo- 
lisés » (« vesiculated bodies », ou « X bodies « des auteurs de langue 
anglaise) et souvent des faisceaux de cristaux de tyrosine « striated bodies » 
et des cristaux tabulaires formés probablement de leucine (plate bodies). 

4° Inoculé au N. glulinosa, le virus n° 1 provoque, aux points de pénétration, 
des nécroses qui localisent linfection. 


Plantes susceptibles au virus n° 4 (Grant 1934). 


1° INFECTION GENERALISER. 
Hydrophyllacées : : 


Phaceliz whitlavia : Mosaique, déformation, nanisme. 
P. parryi : Mosaique, déformation, nanisme. 
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P. campanularia : Mosaique, déformation, nanisme. 

P. grandiflora : Jaunisse, mosaique. 

P. tanacetifolia : Jaunisse, mosaique. 

Renonculacées : Delphinium consolida : Jaunisse, mosaique, nécrose. 
Borraginées : Cynoglossum amabile : Mosaique, malformation, nanisme. 
Martyniacées : Martnia louisiana : Mosaique, malformation, nanisme. 
Chenopodiacées : Spinacia oleracea : Jaunisse, mosaique, nanisme. 


2° REACTIONS LOCALES AVEC JAUNISSE. 


Chénopodiacées, : Beta et Tetragonia expansa. 


2 bis N&CROSE LOCALE. 


Légumineuses : Phaseolus vulgaris. 


3° REACTIONS VARIABLES. 
a) Symplomes masqués. 


Scerophulariacées : Linaria cymbalaria. 
Composées : Emilia sagittata. 


- b) Jaunisse. 


Composées : Tageles patula. Zinnia elegans. 
Convolvulacées : Ipomea tricolor. 
Scrophulariacées : Digitalis purpurea. Verbascum thapsus. 


c) Mosaique. 


Polygonacées : Fagopyrum esculentum. 
Polémoniacées : Phlox drummondii. 


Formes inégalement virulentes du virus n° 1 du Tabac. 


J. Johnson (1926-1927), J. Johnson et Grant (1932), E. M. Johnson (1930) et 
divers autres auteurs ont décrit des formes atténuées du virus n° 1 de la 
mosaique du Tabac. 

D’une facon générale, on peut distinguer, parmi les virus n° 4, une série 
de formes dont les plus virulentes déterminent chez les divers Nicotiana un 
nanisme d’autant plus. accusé que la Chlorose accompagnant la mosaique est 
elle-méme plus intense. 

On peut, par exemple, distinguer : 

1° Une forme de « virus déformant » qui arréte presque complétement la 
croissance des plantes inoculées; 

2° Une forme type de « mosaique » qui réduit beaucoup moins la vitesse 
de croissance; 

3° Une forme « latente » qui réduit si peu la croissance que les plantes 
inoculées atteignent presque la taille des plantes normales. 

Chez le Nicoliana rustica inoculé dés le jeune age, le virus « déformant » 
cause des lésions primaires nécrotiques et des lésions secondaires graves ; 
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déformation des feuilles, nécrose des nervures des feuilles et enfin la mort 
des jeunes feuilles, puis de la tige et de la plante tout entiére. 

La forme de virus type de « mosaique » cause des lésions primaires nécro- 
tiques et secondairement des déformations des feuilles, mais sans tuer la 
plante. 

Le virus latent détermine des lésions nécrotiques primaires, mais sans 
symptomes secondaires évidents et sans nuire a la croissance de la plante. 


Forme latente du virus n° 4 de la mosaique du Tabac. 


Holmes vient de décrire une forme latente capable de se généraliser dans 
le Tabac et dans diverses autres espéces de Nicofiana sans y faire apparaitre 
de symptomes (les Nicotiana inoculés peuvent montrer des taches jaunes 
isolées dues au virus de la mosaique jaune représentant une contamination 
du virus n° 1). 

Les espéces de Tabac qui donnent les réactions les plus marquées vis-a- 
vis du virus n° 1, par exemple N. clevelandii et N. bigelovii, manifestent une 
mosaique nette a la suite de l’inoculation du virus latent. 

Le virus latent, inoculé au N. fabacum, ne provoque aucun symptéme 
évident a l’eil nu; mais, comme les autres formes du virus n° 4, il provoque 
dans les tissus inoculés une accumulation d’amidon qui peut étre mise en 
évidence dans les feuilles maintenues pendant seize heures @ 10°, puis pendant 
quatre a six heures a 22°, A lobscurité, aprés une période d’insolation. 
L’étude dela répartition de l’amidon montre que le virus latent affecte 
d’abord de petites plages arrondies dans la feuille inoculée, puis se généra- 
lise le long des nervures et pénétre les feuilles du sommet de la plante en 
suivant les nervures, et, par conséquent, en suivant le méme trajet qui est 
mis en évidence, dans le cas des formes plus virulentes de virus, par la 
décoloration des tissus le long des nervures. Mais le virus latent ne parait 
jamais se généraliser autant ni aussi vite que les formes plus virulentes, et, 
chez les jeunes feuilles inoculées, le virus latent parait localisé a des 
centres secondaires d’infection, en forme d’anneaux séparés. 

Toutes les formes de virus n° 1 résistent pendant dix minutes a une tem- 
pérature de 70°, sont inactivées dans l’ordre de 90 p. 100 & 75-80° et inactivées 
tolalement a 80-85°. 

Le « virus déformant » est atténué par passages dans des hétes maintenus 
a une température supérieure & 34; il ne parait guére se multiplier dans les 
tissus 4 35°5, température & laquelle la forme « latente » se multiplie selon 
une fonction exponentielle du temps. 

Toutes les formes de virus n* 1 sont capables de provoquer des infections 
a la dilution de 1/1.000.000; mais le virus latent se comporte toujours 
comme s'il était moins concentré que les autres formes de virus n° 4. 

Les Tabacs inoculés avec des mélanges des différentes formes de virus n° 1 
montrent généralement les symptémes qui caractérisent la forme la plus 
virulente. Cependant, l'inoculation de mélange peut provoquer un symptome 
particulier qui se manifeste par des taches angulaires. 


PoOSSIBILITE DE VACCINATION DES TABACS PAR LE VIRUS LATENT. 


Holmes a inoculé un certain nombre de Tabacs par le virus latent, et, av 
bout de une, deux ou trois semaines, il a inoculé comparativement le virus 
déformant 4 ces Tabacs inoculés par le virus latent et A des Tabacs neus. 


L'IMMUNITE DES PLANTES VIS-A-VIS DES MALADIES A VIRUS 473 


Dans tous les cas, les symptomes caractéristiques du virus déformant se sont 
manifestés dans les feuilles des sommets des plantes; mais, en général, les 
plantes qui avaient été préalablement inoculées parte virus latent manifes- 
taient ces symptomes plus tardivement, et souvent méme ne les manifes- 
taient d’abord que d’un seul cété. Le virus latent protége surtout lorsqu’il est 
inoculé une semaine avant le virus plus virulent. 

Ces résullats sont du méme ordre que ceux obtenus par Salaman qui 
vaccine les Tabacs par la forme atténuée (G) du virus X contre les formes 
virulentes, par Kunkel qui vaccine N. sylvestris, contre les formes virulentes 
de virus n° 1 ou « aucuba », par l’inoculation de formes atténuées. 


Vi.us 2 A 9 pu TaBaAc. 


Virus n° 2. — Mosaiques et taches nécrotiques sur Tabacs : mosaiques 
malformation et nanisme sur Petunia, chlorose et malformation sur Hyos- 
cyamus niger; aucun symptome sur UN. glutinosa, Capsicum ou Phytolacca 
decandra. 

Virus n° 3 du Tabac cause sur le tabac une « mosaique bénigne » (J. Johnson) 
dont les symptomes peuvent disparaitre pour réapparaitre suivant les cir- 
constances; chlorose et nanisme de N. glutinosa, mosaique et déformation 
de N. rustica; aucun symptome sur N. glauca et sur Phytolacca, 

Virus du Tabac n° 4. — Complexe des virus X et Y de la Pomme de terre, 
capable de faire apparaitre sur le Tabac des taches nécrotiques. 

Virus du Tabac n° 5. — Voir virus X et virus des taches en anneau. 

Virus n° 6 de la mosaique jaune du Tabac (Virus de I’ « Aucuba-mosaique » 
de la Tomate, Bewley). — Le virus n® 6 de la mosaique jaune parait beaucoup 
plus rare que le virus n° 1 de lamosaique verte. 

Dans les cultures, la plupart des Tabacs {montrant de la ;mosaique sont 
probablement infectés par le virus n° 4 pur. 

Quelquefois, le virus n° 6 peut s’ajouter au n° 1 et{faire apparaitre des 
taches jaunes, dans les tissus desquelles le n° §, quoique mélangé au virus 
n° 4, est suffisamment concentré pour que cing ou six passages et réisole- 
ments successifs permettent de l’obtenir presque pur(Mc Kinney, J. Dufrénoy). 

Le virus n° 6 ne représente probablement qu’une forme particuliérement 
virulente du virus n° 1. 

Le virus n° 7 n’est sans doute qu'une forme du virus n° 1.3 

Le virus n° 8 dela « mosaique décolorante » cause sur les jeunes Tabacs 
une panachure parfois aggravée de chlorose. 

Virus n° 9. — Virus de « Tomate stem necrosis» virus de « stripe » de la 
Tomate en Angleterre; complexe de virus de la mosaique de la Tomate et de 
virus du « spotted wilt ». Inoculé au Tabac, il produit une mosaique bénigne, 
de taches vert clair et vert foncé. 

Virus des taches en anneau (« Ringspol viruses », Ringelviren). — Plusieurs 
virus, faciles A distinguer d’aprés les symptOmes que provoque chacun a 
l'état pur, ou diverses combinuaisons deux 4 deux, sur les Pommes de terre 
ou les Tomates, provoquent, chez le Tabac, des réactions annulaires du type 
« ringspot »; tels sont : 

4° Virus du Tabac n° 5 : Ringspot, virus de Johnson; virus X de la Pomme 
de terre (K. Smith, fig. 1, p. 19 et fig. 4, p. 20); virus Hy. IV de Hyoscyamus 
(Hamilton); « virus latent » des Pommes de terre ou « American healthy 
votatoes »; virus de Johnson; virus du « top necrosis » de Quanjer. 
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20 Le Tobacco Ringspot de Fromme, Wingard et Priode, qui se manifeste 
en quarante-huit, & soixante heures sur la feuille inoculée, par des anneaux 
primaires de 1 millimétre de diamétre, qu’entourent, vers le quatriéme jour, 
des anneaux de 3a 4 millimétres, puis, deux jours plus tard, par des anneaux 
de 6 a7 millimétres. 

Ce virus est celui qui est capable d’infecter le plus grand nombre de 
plantes; Wingard a observé des plantes susceplibles dans 72 genres. 

Le fait qu’il passe a travers une bougie Berkfeld W et quil reste virulent 
pendant vingt-deux mois dans le jus exprimé des plantes affectées, le distingue 
du virus dit du « spotted wilt » de la Tomate qui provoque sur le Tabac, 
comme sur diverses autres plantes, des taches, en anneaux concentriques. 


DIvERSITE DES SYMPTOMES. 


En résumé, un méme virus tel que le virus n° 1 de la 
Mosaique du Tabac peut : se généraliser chez N. tabacum en 
causant une « mosaique » caractérisée cytologiquement par 
une réticulation du cytoplasme, qui s’exagére au niveau du 
cytoplasme formant |’ « inclusion ou X. body » mais sans une 
accumulation de composés phénoliques dans les vacuoles; rester 
localisé chez N. glutinosa & des taches nécrotiques autour 
desquelles des cellules réactionnelles accumulent des composés 
phénoliques dans leurs vacuoles. 

Chez un méme hote, N. tabacum, landis que le virus n° 1 se 
généralise sans manifestation de symptéme primaire et sans 
provoquer d’accumulation évidente de composés phénoliques, 
le virus n° 6 fait apparaitre, au point d’inoculation, des symp- 
tomes primaires localisés & des plages de cellules ot s’accu- 
mulent des composés phénoliques dans de petites vacuoles 
-groupées (Dufrénoy, 1933). 

Nous pouvons done conclure que limmunité locale vis-a-vis 
de virus se manifeste comme l’immunilé locale vis-a-vis des 
champignons ou bactéries phytopathogénes, par la formation 
de composés phénoliques. 


LES FORMES DE L’IMMUNITE. 


Nous emploierons ici le mot immunité pour désigner toutes 
les formes de résistance vis-a-vis d’un virus; résistance : 

1° A linfection par le virus au moment de l’inoculation; 

2° A la multiplication du virus dans les tissus exposés & 
V infection ; 
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3° A la généralisation du virus, par une tendance & la locali- 
sation nécrotique. 

Il convient évidemment de distinguer d’abord l’immunité 
nalurelle de Vimmunité acquise. 

Liimmunité naturelle estle pouvoir, que posséde une plante, 
de résister & une premiére inoculation d’un virus. 

Liimmunité acquise résulte de l’exaltation, par une pre- 
mitre inoculation vaccinante, du pouvoir de résistance, en 
sorte que la plante résiste mieux & une inoculation ulté- 
rieure. 

Les différentes formes de limmunité ou de la résistance des 
plantes & un certain virus sont bien illustrées par les résultats 
obtenus par Holmes; le virus de la mosaique du Tabac est 
inoculé au Physalis viscosa, sans qv il en résulte un phéno- 
méne observable. Le virus ne pénétre pas, la plante parait 
jouir d’une immunité absolue, dont le mécanisme ne met en 
jeu aucune réaction qui puisse faire l'objet d’étude histologiyque, 
cytologique ou histochimique. 

Le méme virus de la mosaique du Tabac, inoculé au P. alke- 
kengi, s’'y généralise en restant latent, sans que se manifeste 
aucun symptéme morbide. 

Inoculé au P. peruviana, il se généralise en se manifestant 
par une mosaique. Hnfin, inoculé au P. angulata, il provoque 
des réactions nécrotiques locales. 

L’immunité « naturelle » ou « résistance », qu’elle se mani- 
feste contre un virus, une bactérie ou un champignon phyto- 
pathogéne, est fonction de l’intensité des réactions cytologiques 
ou histologiques locales; pour nous, les plantes les plus résis- 
tantes sont celles qui réagissent 4 l’inoculation par la réaction 
la plus brutale, localisant plus rapidement et plus étroitement 
le territoire infecté autour du point d'inoculation. 


L’IMMUNITE LOCALE ET LES REACTIONS CYTOLOGIQUES. 


Lorsqu’un virus est inoculé & une plante, les cas suivants 
peuvent s’observer. 

4° L’inoculation ne réussit pas : aucune réaction primaire 
ne s’observe au point d’inoculalion, aucune réaction secondaire 
ne s’observe dans le reste de la plante. On convient d’attribuer 
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4 la plante qui ne prend pas le virus une « immunité absolue » ; 
2° L’inoculation réussit : plusieurs cas peuvent encore 
s observer. 

a) Vinoculation provoque une « réaction primaire » locale, 
généralement sous forme d’une tache nécrotique, mais, soit que 
cette lésion se cicatrise,. soit que la feuille portant cette tache 
se détache el tombe, le virus ne se généralise pas. La plante 
peut étre qualifiée de résistante. 

6) L’inoculation provoque : une « réaction primaire », évi- 
dente, sous forme d'une chlorose locale, et des « symptémes 
secondaires » généralisés. 

c) Liinoculation ne provoque pas de réaction primaire évi- 
dente; la réaction primaire, qui se manifeste par une stase 
d’amidon, ne peut ¢tre décelée que par l’examen microchimique, 
mais des symptomes secondaires se manifestent sous forme de 
mosaique, de déformation, de nanisme, dans les feuilles qui se 
développent postérieurement 4 l’inoculation : la plante est 
« susceptible ». Généralement, chaque cellule affectée par le 
virus réagit par une modification locale du cytoplasme, en for- 
mant une « inclusion vésiculisée » qui peut étre considérée 
comme enkystant le virus. Ces inclusions sont particulizrement 
évidentes dans les cas de mosaique, causées par le virus n° 4 
du Tabac (ou par les virus n° 6 et 7) par le virus X de K. Smith 
et par divers autres virus affectant la Canne & Sucre, le Blé, 
les Iris... 

d) L’inoculation ne provoque ni réaction primaire, ni symp- 
t6mes secondaires évidents : le virus se généralise en restant 
latent : il peut étre décelé par diverses techniques dans la 
plante qui est dite « porteur ». 


Généralisation ou localisation des virus. 


Une classification préliminaire des maladies 4 virus doit 
distinguer : 

1° Celles qui se manifestent par une mosaique, panachure 
de taches vert clair (et souvent aussi vert foncé) sur le fond vert 
normal, sans taches nécrotiques évidentes, et 
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2° Celles qui, en tuant Jocalement les tissus, provoquent 
des lésions 4 contours nettement délimités en « anneau » ou 
en caractéres cunéiformes. 

Mais un méme virus peut, selon l’hdte et selon les condi- 
tions de milieu se généraliser pour provoquer une mosaique, 
ou provoquer de la part de I’hdte une tendance & la localisation 
des lésions. 


LocaLisaTION DU VIRUS. 


La possibililé pour un virus donné de se généraliser dans 
une plante inoculée ou de ne produire que des lésions loca- 
lisées, dépend : 

1° De Vespéce de la plante inoculée, ou plus exactement de 
sa constitution génétique ; 

2° De lage de l’organe inoculé; 

3° Des conditions de température, d’éclairement et peut-élre 
de nutrition; 

4° De histoire antérieure de la plante : absence ou présence 
- préalable de virus. 


1° InFLUENCE pe LeEspkck. — Un virus, comme celui du 
« spotted wilt » de la Tomate, qui peut étre inoculé avec succes 
dans un trés grand nombre d’espéces de plantes, reste généra- 
lement localisé a des lésions nécrotiques dans les feuilles de 
Petunia, de Solanum capsicastrum et de Tabac. Dans le cas du 
Tabac, la feuille inoculée peut tout entiére étre affectée de 
nécrose, mais le virus ne descend pas par le pétiole vers le 
reste de la plante, qui demeure indemne. 


L’APTITUDE A LOCALISER LES LESIONS 
EST UN CARACTERE HEREDITAIRE. 


Tandis que, dans la plupart des variétés de Capsicum frutes- 
cens, le virus n° 1 se généralise en provoquant la mosaique et 
le nanisme, certaines variétés telles que « Tabasco » localisent 
le virus aux points d’inoculation par une nécrose locale; chaque 
feuille inoculée, apres avoir réagi par des nécroses, se détache 
de telle sorte que la plante reste saine dans son ensemble. 

F. O. Holmes a montré que cette aptitude & s’opposer a la 
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eénéralisation du virus est le fait d’un seul facteur dominant, 
de telle sorte que le croisement d’une variété résistante avec 
une variété sensible donne des hybrides F, tous résistants, et, 
en F, 25 p. 100 de résistants homozygotes, 50 p. 100 de résis- 
tants hétérozygotes et 25 p. 100 de récessifs susceptibles. 


2° INFLUENCE DE L’ace. — Le virus X de la Pomme de terre 
se généralise, quoique lentement, lorsqu’il est inoculé 4 une 
plantule de Tabac. IL reste localisé en taches annulaires 
lorsque la plante inoculée & plus de quatre ou six semaines, de 
telle sorte que la plante dans son ensemble n’est pas infectée. 


ETupDE CYTOLOGIQUE DES REACTIONS DES PLANTES AUX YIRUS. 


Etant supposée déterminée, génétiquement, la plante exempte 
de virus, soumise 4 inoculation, déterminé, biologiquement et 
physiquement, le virus (ou le mélange de virus) & inoculer, 
déterminées enfin les conditions de milieu ot vit la plante 
apres Vinoculation, l’étude cytologique des réactions de la 
plante aux virus doit fournir un critérium précieux pour |’éta- 
blissement d’une classification des maladies a virus. 

Mais il parait vain de songer & établir une telle classification 
d’aprés les seules données de |’étude cytologique. Quelles que 
soient les causes d’excitation qui puissent agir sur une cellule, 
celle-ci réagit surtout en fonction de l'intensité et de la durée 
de l’excitation : toute excitation parait d’abord causer une exa- 
gération de l’intensité respiratoire, avec les conséquences qui 
en résultent quant aux modifications de la structure cellulaire, 
modifications qui se trahissent, avant tout, par une fragmenta- 
tion de l'appareil vacuolaire. 

Il existe donc un type général de réaction a l’excitation, que 
cette excitation soit traumatique, chimique ou parasitaire. 

Quelle que soit Ja cause de l’excitation, son effet parait fon- 
damentalement le méme. Chez les plantes carnivores, ot Darwin 
l’étudia pour la premiére fois sous le nom de « aggregation phe- 
nomena », la fragmentation de l’appareil vacuolaire s’explique 
par l’ingestion d’amino-acides de proies capturées. Dans les 
cellules carencées, cette fragmentation doit résulter de l’accu- 
mulation d’amino-acides inutilisés par suite d’inhibition des 
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synthéses cellulaires. Dans les cellules parasitées, cette frag- 
mentation résulte encore d’accumulation d’amino-acides, soit 
du fait de la protéolyse des lipo-protéides, soit du fait de la 
non-utilisation des amino-acides. 

Dans tous les cas, lenrichissement de la solution vacuolaire 
en amino-acides parait se trahir, microscopiquement, par la 
fragmentation d'une vacuole, primitivement volumineuse, en 
un groupe de trés petites vacuoles. 

Cette fragmentation peut ne pas affecter l'ensemble du sys- 


Fic. 4. — Cellule épidermique de feuille dun Cucumis melo (Muskmelon) 
montrant des symptémes de mosaique 4 la suite d’inoculation du jus d’un 
Cucumis melo trouvé affecté de mosaique dans les cultures (Shapovaloy). 

Autour du noyau n, le cytoplasme forme un réseau de trabécules cy 
fortement colorables et richement pourvus de mitochondries, m. Ce réseau 
hyperchromatique cy figure I’ébauche d’une inclusion vacuolisée (vacuo- 
lated body). Les plastes p sont bourrés de grains d’amidon. Les cristal- 
loides de protéine sont abondants (pr). 


téme vacuolaire de la cellule : généralement, elle affecte seule- 
ment une ou deux des vacuoles situées, soit au voisinage du 
noyau, soit vers un pdle de la cellule (fig. 4) ainsi que le 
démontrent les colorations vitales ou les méthodes mitochon- 
driales, appliquées & l'étude des phases initiales de la réac- 
tion cytologique 4 l’effet du virus. Ces méthodes permettent 
d'interpréter cytologiquement les’ inclusions -cellulaires dites 
« X bodies » décrites dés 1924 par K. Smith, plus récem- 
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ment par Miss Clinch, dans les pommes de terre affectées 
par le virus X, puis par Miss Hoggan dans le Tabac affecté 
par le virus n° 4 de Ja mosaique banale, par le virus n° i 
dela mosaique moyenne et par le virus n° 6 de la mosaique 
jaune. 

Le virus n° 1 de la mosaique du Tabac fait apparaitre, des 
« X bodies » dans les divers hétes ot son inoculation fait appa- 


raitre des symptémes de mosaique. 


Fie. 5. — Cellule épidermique de feuille de Tabac auquel Shapovaloy a 
inoculé expérimentalement le complexe de virus du « combination streak ». 
Le virus n° 4, qui se manifeste extérieurement sur Ja feuille par une 


mosaique de taches vert clair sur le fond vert du limbe, ‘fait apparaitre 


dans la cellule les inclusions caractéristiques et en particulier les cristaux 
(formées vraisemblablement de tyrosine) associés en corps striés, ty. 

Au voisinage du noyau, la réticulation du cytoplasme en trabécules cy 
hypercolorables, riches en mitochondries; (m), en cristalloides de protéine 
et en gouttelettes de lipides, ébauche ce dont l’exagération apparait comme 
une « inclusion vacuolisée » « X body » ou « corps amiboide » et qui a été 
fantaisistement interprélé par certains auteurs comme représentant un 
parasite intracellulaire. 

Cytologiquement, c’est !homologue d'une « tache de Golgi », c’est-a- 
dire le résultat d'une hyperactivité locale du cytoplasme, correspondant 
vraisemblablement a la localisation, dans le territoire cytoplasmique cor- 
respondant, d’une colonie de virus. 


CORRELATION ENTRE RESISTANCE ET COMPOSES PHENOLIQUES. 


Le virus n° 1 provoque, chez les plantes « susceptibles » ow il 
se généralise en se manifestant par une mosaique, la formation 
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d’ « X bodies » produits de la réaction locale du cytoplasme de 
chaque cellule, sans formation appréciable de composés phéno- 
liques. | 

Le virus n° 1 ne se généralise pas dans les tissus de N. glu- 


Fie. 6. — Cellules d’épiderme 
inférieur de feuille de Nico- 
tiana glutinosa dont lépi- 
derme supérieur avait été 
badigeonné, le 31 juillet, avec 
le virus n° 1 de Johnson (de 
la mosaique du Tabac). 

Vingt-quatre heures aprés 
inoculation (4¢* aout), [ino- ASMP de He 
culation faite par le D' Taka- : 
hashi] examen vilal montre 24 | 
que le cytoplasme pariétal 
découpe une série de va- 
cuoles arrondies, dont cer- 
taines seulement (v) con- 
tiennent encore une solution 
colorable par le rouge neutre 
(et figurée en grisé). Le con- 
tour des vacuoles est nette- 
ment dessiné par les mito- 
chondries et les globules de 
graisse (l) alignés le long des 
trabécules cytoplasmiques. 

Quarante-huit heures 
aprés l’inoculation (2 aout), 
les plastes, quitendentas’ag- 
glutiner, montrent une dégé- 
nérescence graisseuse unipo- 
laire ; dans Jes cellules colo- 
rées vitalement par le rouge 
neutre en solution isotoni- 
que, et examinées sous l’ob- 
jectif1/7eA, ils apparaissent 
comme des croissants (p). 
Aprés coloration post vitale 
parle bleu dindophénol (PL), 
ils montrent, sous l’objectif 2 
millimétres, le groupement 
unipolaire des gcultelettes 
de lipides / (figurées en noir E . pe » 
dans la figure PL, donnant ares eae. 
le détail de deux plastes). CO Bs POCA 

Dans la cellule inférieure 
(examinée aussi quarante-huit heures aprés l’inoculation), les mitochondries 
et les globules graisseux, alignés le long des trabécules cytoplasmiques 
réticulés, rendent évident le développement des surfaces de contact cyto- 
plasme-vacuole, dans certains ilots cytoplasmiques (g). C’est l’ébauche 
d’une « inclusion vacuolisée » qui apparait trés tot, avant tout symptéme 
morbide perceptible sur la plante, mais qui ne pourra s’accuser, car la 
cellule tout entiére est bientét affectée de nécrose; n, noyau; /, gouttelettes 
de lipides ; m, mitochondries. 
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tinosa dont les cellules réagissent, autour du point d’inocula- 
tion par la formation rapide de composés phénoliques intra- 
vacuolaires : cette espece peut étre qualifiée de résistante. 


Fic. 7. — Partie d'une cellule épidermique de feuille de Nicotiana glutinosa 
inoculée par le virus n° 4 de Johnson, de la mosaique du Tabac, isolé du 
complexe du « combination streak », noter l’accumulation d’amidon figurée 
en grisé foncé dans les amyloplastes (a); n, noyau; m, mitochondries; 
pr, cristalloides de protéine. 


Le méme virus n° t, inoculé au N. glauca, on provoque 
aucune réaction ni symptéme évident, quoiqu il s’y généralise : 
cette espéce est tolérante. 


Lksions NE&CROTIQUES 
CAUSKES SUR LES FEUILLES DE « NICOTIANA GLUTINOSA » 
PAR L'INOCULATION DU VIRUS PROVENANT DU COMPLEXE 
QUI CAUSE LE « COMBINATION STREAK » DE LA TOMATE. 


Grace & lobligeance de M. Shapovalov, nous avons pu étu- 
dier, au laboratoire du Mount Rubidoux, & Riverside (Cali- 
fornie), les lésions expérimentales produites sur N. glutinosa 


L'IMMUNITE DES PLANTES VIS-A-VIS DES MALADIES A VIRUS 483 


parl’inoculation de celui des composants du complexe de virus 
du « combination streak » qui correspond au virus n° 4 de la 
mosaique du Tabac, virus qui, comme nous l|’avons précédem- 
ment indiqué, fait apparattre, au pointinoculé, sur NV. glutinosa, 
des taches nécrotiques (fig. 4a 8). 

Des lambeaux d’épiderme arrachés au niveau de ces taches 
montrent, au milieu de cellules épidermiques d’apparence nor- 


Nes B:| Glutinosa sfrux) 


Fic. 8, — Cellule épidermique d'une tache nécrotique causée sur une feuille 
de Nicotiana glutinosa par Vinoculation du virus n¢ 1 de Johnson, isolé du 
complexe du « combination streak » de la tomate (Shapovalov). Les débuts 
de nécrose se manifestent par l’accumulation de composés phénoliques ¢, 
dans des vacuoles, vers l’un des poles de la cellule. Le reste de la cellule 
montre encore une structure a peu prés normale; n, noyau; m, mitochon- 
dries; p, plastes; a, amyloplastes; pr, cristaux de protéine. 


male, une plage de cellules tuées qu’entourent des « cellules 
réactionnelles ». 

Dans ces cellules réactionnelles, |’effet du virus se manifeste 
d’abord, comme dans tous les autres cas étudiés, par une réti- 
culation du cytoplasme, affectant plus spécialement une région 
voisine du noyau, ou située vers l'un des pdles de la cellule, 
tandis que vers le pdle opposé, le contenu vacuolaire témoigne 
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d'un enrichissement en composés phénoliques précipitables et 
colorables par le bichromate de potasse. 

Ici (comme dans les cas de macules foliaires causées par le 
parasitisme de champignons), la tendance 4 la cicatrisation de 
la lésion est concomitante de la production de composés phé- 
noliques dans les vacuoles des cellules réactionnelles. 


L&SIONS NECROTIQUES DE « RING SPOT ». 


La production de composés phénoliques est plus évidente 
encore dans les cellules des lésions annulaires de « ring spot », 


Fic. 9. — Coupe transversale de feuille de Pivoine 4 la marge d'une tache 
en anneau. La coloralion par le rouge neutre met en évidence, dans les 
grandes cellules palissadiques, une grosse vacuole centrale (v) contenant 
une solution stable, colorable dans son ensemble (figurée en grisé); les 
chloroplastes étant réguliérement répartis autour de la vacuole. 

A mesure que les cellules sont plus voisines de la région nécrotique, vers 
la droite de la figure, elles perdent leur caractére palissadique, le contenu 
vacuolaire est précipité (p.v.) par la pénétration du rouge neutre, les 
plastes s'agglutinent. Enfin, la zone nécrotique est marquée par des cel- 
lules aplaties, laminées, ne renfermant plus, dans leur vacuole, de solution 
colorable vitalement, mais seulement un amas de précipilés tanniques (T) 
(figurés en noir). 


ou certaines cellules du parenchyme palissadique, comprimées 
et laminées entre les cellules voisines, se réduisent pratique- 
ment & un mince cylindre de matiére tannique, autour duquel 
on ne reconnait plus ni le cytoplasme ni aucune de ses inclu- 
sions (fig. 9, 10, 44). 
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Entre les cellules d’apparence normale et ce cas extréme de 
« dégénérescence tannique », tous les intermédiaires existent, 
caractérisés par un enrichissement progressif de la solution 
vacuolaire en composés phénoliques et par une inslabilité de 
plus en plus grande. Dans les cellules d’apparence normale, la 
solution vacuolaire se colore comme telle par le ruuge neutre ; 
dans les cellules affectées, la solution, plus riche en composés 
phénoliques, flocule avec formation de précipités phénoliques 


Fie. 10. — Photographies de deux Tabacs inoculés quinze jours auparavant, 
par friction d’une feuille avec une mousseline imbibée du jus exprimé : 
pour le Tabac de gauche, de tissu chlorotique d’une tache annulaire de 
feuille de pivoine; pourle Tabac de droite, de tissu vert situé entre les 
taches annulaires de la méme feuille (Photo Ramadier). 


d’autant plus nombreux et plus volumineux que les cellules 
manifestent plus gravement des symptémes nécrotiques. 

Ces phénoménes de dégénérescence tannique se manifestent 
avec un maximum d’intensité dans l’affection des Citrus que 
Faweett, en Californie, a étudiée sous les noms de « Psorosis » 
ou « Scaly Bark » et qui se manifeste sur les feuilles par des 
lésions annulaires du lype « ring spot »,.sur les troncs par des 
lésions chancreuses (fig. 12, 13). 

Ces lésions se caractérisent histologiquement par la présence 
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de cellules laminées par les cellules voisines, réduites & une 
mince vacuole emplie de tannin et entourées de membranes 
pectiques gonflées; ces cellules étroites et allongées, alignées 
en file, en imposeraient facilement pour un filament mycélien. 


Fre. 43, 


Fic. 12. —- Coupe longitudinale d’écorce 
de Citrus au niveau d’une lésion de 
« Sealy Bark » (ou Psorosis A. de 
Faweett). 

La vanilline chlorhydrique colore 
électivement les membranes, épaisses 
gélifiées, des cellules allongées affec- 
tées de dégénérescence tannique; des 
cristaux d’oxalate de calcium se yoient 
dans les vacuoles, 


Fig, .42 Fic. 13. — Coupe transversale de paren- 

chyme palissadique de feuille d’Avo- 

cado, au niveau d’une lésion de « Sun Blotch » (matériel du professeur 

Horne, Riverside, Calif), p Plastes. V, vacuole emplissant la presque 

totalité d’une cellule palissadique normale; le contenu, figuré en grisé, se 

colore de facon uniforme par le rouge neutre. Pv, précités tanniques, dans 

les vacuoles des cellules palissadiques correspondant 4 la lésion nécro- 
tique. E, épiderme. 


Les mémes phénoménes histologiques caractérisent la maladie 
du « sun blotch » des Avocados, étudiée par Horne et Parker 
en Californie. 


D&TECTION PHOTOGRAPHIQUE DES DEGRNERESCENCES TANNIQUES. 


Bawden a montré que la photographie en lumiére infra- 
rouge, que réfléchissent bien tous les tissus normaux, permet 
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de déceler facilement les plages de cellules subissant une 
dégénérescence tannique; les tannins absorbent complétement 
les radiations infra-rouges et leur présence se trahit (sur 
l’épreuve positive) par des plages noires correspondant aux 
taches annulaires du ring-spot sur N. tabacum, aux marges 
de taches nécrotiques sur N. gluéinosa inoculé par le virus X. 

Au contraire, les nécroses brutales, correspondant a des 
cellules qui sont tuées avant de pouvoir former des composés 
phénoliques, n’apparaissent pas sur les photographies prises 
en lumiére infra-rouge, alors qu’elles apparaissent bien sur les 
photographies prises en lumiére blanche sur plaques panchro- 
matiques. Telles sont les nécroses causées par le virus X sur 
le Tabac. 

Les contrastes de couleur vert clair-vert foncé qui apparais- 
sent trés bien en lumiére blanche sur plaque panchromatique 
n’apparaissent nullement en infra-rouge. 


INFLUENCE DES CONDITIONS ECOLOGIQUES SUR LA FORMATION 
DES COMPOSES PHENOLIQUES. 


"étude des taches foliaires causées sur les feuilles de Tabac 
par le Bacterrum tabacum nous avait révélé une étroite corré- 
lation entre forte intensité lumineuse, état hygrométrique peu 
élevé, production précoce et abondante de composés phéno- 
liques dans les vacuoles des cellules réactionnelles et, comme 
conséquence, cicatrisation des lésions. 

Une semblable corrélation semble exister dans le cas de 
virus du « ring-spot ». Les Tabacs auxquels Price inocule le 
virus d’un ring-spot réagissent par des nécroses annulaires et 
résistent a |’infection quand ils sont exposés normalement a la 
lumiére. Ils montrent des lésions translucides et finalement 
succombent lorsqu’ils sont maintenus a l’obscurité. 


RESISTANCE DES PLANTES RICHES EN COMPOSES PHENOLIQUES. 


Mackie et Esau ont observé que les Haricots sont généra- 
lement susceptibles au virus du « curly-sop », & l'exception des 
variétés riches en anthocyane, qui sont résistantes. 
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Symptémes primaires. 


Les symptémes primaires qui se manifestent aux points 
dinoculations du virus peuvent étre évidents lorsqu’ils s’exa- 
gerent au point de provoquer des nécroses : autour de ces 
nécroses, les cellules réactionnelles accumulent, dans leurs 
vacuoles, des composés phénoliques décelables histochimi- 
quement ou photographiquement (en lumiére infra- rouge). 

Les cellules tuées rapidement peuvent conserver dans leurs 
chloroplastes de gros grains d’amidon, c’est le cas des lésions 
de la maladie des taches blanches (Dufrénoy). 


Symptémes secondaires. 


MopiFICATIONS DE LA CHLOROPHYLLE PROVOQUEES 
PAR LES MALADIES A VIRUS. 


Les noms qui servent & désigner les diverses maladies & 
virus expriment généralement les modifications de la teinte 
verte des feuilles, au niveau des tissus chlorophylliens affectés 
par les virus. 

Les lésions primaires se manifestent par une modification 
de la chlorophylle des cellules affectées par le virus, aprés que 
les chloroplastes s’étaient différenciés. 

Les Iésions secondaires sont généralement des manifestations 
d'inhibition ou d’exagération du développement des chloro- 
plastes dans des cellules qui se différencient aprés inoculation 
du virus. 

Les chlorophylles sont des esters d’acides polybasiques, 
(chlorophyllines) avec deux alcools:a. méthylique et phytol 
Co HCH. 

Les cellules vivantes des feuilles vertes contiennent un fer- 
ment du groupe des estérases, la chlorophyllase, qui détache 
peu & peu le phytol (mais non l’alcool méthylique) pour former 


un chlorophyllide. 
Dans les cellules qui sont tuées brusquement, la chlorophy!- 
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lase n’a pas le temps d’agir et la chlorophylle demeure inal- 
térée. C’est ainsi que la marge des lésions nécrotiques peut 
rester verte, méme aprés que l'ensemble du reste de la feuille 
jaunit & l’automne ou s’étiole & la suite d’un séjour & l’obscu- 
rité. 

Dans les cellules qui meurent lentement, au contraire, la 
chlorophyllase dissocie la chlorophylle, et les plastes jau- 
nissent, se décolorent. 


LES MALADIES A VIRUS GENERALISEES. 


Les maladies 4 virus sont essentiellement des maladies d’in- 
hibition de croissance. Or, toute inhibition de croissance est 
concomiltante d’une inhibition d'utilisation des glucides et, par 
conséquent, d’une accumuiation d’amidon, méme dans les cel- 
lules méristématiques. Cytologiquement, toute accumulation 
d’amidona, pour conséquence, |’évolution de mitochondries en 
amyloplastes, méme dans les cellules des bourgeons ou des 
extrémités de racines, qui normalement ne contiennent que des 
mitochondries, a l’exclusion de plastes. 

Cette inhibition de l'utilisation des glucides, que trahit l’accu- 
mulation excessive d’amidon au niveau des points végétatifs, 
est corrélative d’une inhibition de synthése des composés pro- 
téiques, voire méme des amino-acides. 

Le ralentissement de croissance lié @ une non utilisation des 
glucides et au ralentissement de la formation des complexes 
protéiques ou lipoprotéiques qui constitue le cytoplasme, est 
lié aussi & un ralentissement de la respiration des tissus méris- 
tématiques. 


MALADIES HYPERTONIQUES ET MALADIES HYPOTONIQUES. 


Du point de vue deleur influence sur le métabolisme de 
lamidon dans !’ensemble de la plante affectée, nous répartis- 
sons les maladies & virus en deux classes. 

1° Les maladies hypertoniques, dont le type est la maladie 
de « lenroulement de la Pomme de terre » ot l’amidon photo- 
synthétique (au lieu d’étre transformé en glucides solubles par 
l'amylase, pour étre transporté soit vers les tissus méristéma- 
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tiques ou il serait utilisé & la synthése de nouvelle substance 
vivante, soit vers les tissus de réserve histologiquement diffé- 
renciés) s’accumule sur place dans les chloroplastes des cellules 
chlorophylliennes dont le suc vacuolaire accumule d’ailleurs du 
sucre jusqu’é développer une pression osmotique exagérée. 

2° Les maladies hypotoniques sont représentées surtout par 
les mosaiques ; au niveau des bourgeons, l’inhibition d’utilisa- 
tion des glucides provoque bien une stase d’amidon concomi- 
tante d’un ralentissement de la respiration, mais, dans les 
cellules chlorophylliennes, l’inhibition de l’activité photosyn- 
thétique provoque une déficience de glucides, une hypotonie du 
suc vacuolaire et, comme conséquence, des phénoménes d’auto- 
lyse comparables & ceux qui peuvent s’observer dans les cellules 
carencées. 


Atténuation et exaltation de la virulence des virus. 


LEs « PORTEURS DE VIRUS ». 


Une plante peut étre infectée par un virus sans manifester 
aucun symptome pathologique; on peut alors la qualifier de 
« porteuse de virus », tandis que le virus qui ne révéle pas sa 
présence est dit « latent ». 


VIRUS LATENTS DES SOLANUM. 


Parmi les Solanées, et en particulier parmi les Pommes de 
terre, nous trouvons de nombreux exemples de « porteurs de 
virus » d’apparence saine, de si nombreux exemples que la 
quasi-totalité des Pommes de terre réputées saines, surtout aux 
Etats-Unis, appartient & cette catégorie, et les auteurs anglais 
tels que Salaman, K. Smith ou Murphy distinguent les Pommes 
de terre « d’apparence saine et celles que l’expérimentation a 
démontré étre exemptes de virus ». 

Le virus latent des Pommes de terre d’apparence saine est 
une forme atténuée du virus X capable (sous cette forme atté- 
nuée) de provoquer chez le Tabac une mosaique sans réaction 
locale tandis qu'une forme plus virulente provoquerait des 
lésions locales annulaires. 
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Le Physalis alkekengi (Nishimura), le Nicotiana glauca 
(Holmes) ne manifestent aucun symptome a la suite d’inocula- 
tion du virus n° 1 de la mosaique du Tabac, quoique le virus 
sy généralise. 


Virus LATENTS DU TABAC. 


Certains virus n’extériorisent par aucun symptome leur pré- 
sence dans le Tabac. Cette présence peut élre décelée par |ino- 
‘culation, du jus exprimé de ce Tabac, & une plante capable de 
manifester des symptomes. 

La présence d'un virus latent peut aussi étre révélée par 
Vinoculation d’un deuxiéme virus, réalisant avec le « virus 
latent » un complexe capable de provoquer des symplémes 
morbides. 

Par exemple, une forme de virus Y qui cause, sur les 
Pommes de terre « Erdgold », une mosaique vert foncé 
ageravée de nécroses, ne provoque aucun symptéme visible 
chez le Tabac. Mais le Tabac contenant ce virus latent réagit a 


Yinoculation de virus X par les symptémes typiques du com- 
plexe X + Y (Kohler). 


EXALTATION DE LA VIRULENCE D'UN VIRUS PAR PASSAGES. 


Les virus latents peuvent étre considérés comme des formes 
trés atténnées de virus dont la virulence peut étre exallée par 
passages dans des hétes convenables. 

Par exemple, la virulence de la forme latente du virus X des 


Pommes de terre peut étre exaltée par trois passages successifs 


dans le Tabac (Johnson). L’inoculation, 4 une premiére série de 
Tabacs, du jus extrait de Pomme de terre contenant le virus X 
Jatent, provoque généralement une simple mosaique, rarement 
des taches annulaires. L’inoculation, 4 une deuxiéme série de 
Tabacs, du jus extrait de la premiére série, provoque moins 
souvent la mosaique, plus souvent des taches en auneau, et 
aptitude & provoquer des taches annulaires s’exagére au troi- 
siéme passage. 

Aprés ces passages par Tabac, le virus X inoculé aux Pommes 


de terre n’y reste plus latent, mais se manifeste par les symp- 
tomes habituels du virus X virulent. 
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K. Smith a isolé de Solanum capsicastrum une forme de virus 
du « spottedwilt » qui, inoculé au Tabac, ne provoquait que des 
réactions annulaires concentriques sans dommage général pour 
la plante ; aprés quelques passages par Tabac, ce virus devenait 
de plus en plus néfaste au Tabac, provoquant, au lieu de simples 
taches annulaires, des nécroses étendues, toujours fatales. 

Mais cette prétendue exaltation de virus par passages peut 
n’étre que le résultat de la sélection progressive d’une forme 
particuliérement virulente parmi les diverses formes de virus X- 
existant ensemble a |’état latent dans le jus des Pommes de 
terre qui a servi 4 l’inoculation de la premiére série de Tabacs. 


CONSERVATION DE LA VIRULENCE DES VIRUS 
EN DEHORS DES PLANTES VIVANTES. 


‘andis que certains virus perdent leur virulence quelques 
heures aprés que le jus infectieux a été exprimé des plantes 
malades, d’autres virus, et en particulier le virus n° 1 dela 
~mosaique verle du Tabac, peuvent demeurer virulents pendant 
plus de vingt ans dans des échantillons de feuilles affectées, 
conservées en herbier pendant plusieurs mois dans le Tabac a 
fumer, manufacturé a partir de feuilles malades, et assez long- 
temps dans certains sols, pour assurer au printemps la conta- 
mination de la nouvelle plantation, 4 partir de débris enfouis 
de la récolte précédente. 

Johnson remarque que le virus de la mosaique du Tabac con- 
serve sa virulence plus longtemps dans les sols argileux que 
dans les sols sableux, probablement parce que les phénoménes 
d’oxydation y sont moins intenses ; l’oxydation est la principale 
cause de l’inactivation des virus affectant les animaux, les 
végétaux ou les bactéries. 

La persistance plus longue des virus dans les sols argileux, 
ou de fagon générale dans les sols peu aérés, souvent gorgés 
d’eau, est sans doute une raison pour que la mosaique s’y 
manifeste plus tét ou plus fréquemment que sur les sols sains. 

Une autre raison étant que les symptémes d’infection par un 
virus se manifestent d’autant mieux sur les feuilles d’une 
plante que ses racines vivent dans un sol riche en toxines 
laissées par les récoltes précédentes. 
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SunVIE D’UN VIRUS DANS UN INSECTE VEcTEUR. — K. Smith trans- 
porte des Myzus persice préalablement infectés par le virus Y 
sur un premier lot de plantules de Tabac indemnes, puis 
vingt-quatre heures plus tard sur undeuxiéme lot, vingt-quatre 
heures aprés sur un troisiéme lot... 

Seules sont contaminées les plantules du premier lot, et 
exceptionnellement celles du deuxiéme lot; le virus Y reste 
done virulent au plus quarante-huit heures dans le puceron, ce 
qui correspond & sa survie 7 viiro. 

Parcontre, ceméme Myzus persice conserve le virus de « |’ En- 
roulement» virulent méme apres sept jours, dix jours de séjour © 
sur des plantules douées d’immunité contre cette affection. 


ATTENUATION DUN VIRUS PAR PASSAGE SUR UN HOTE INTERMEDIAIRE. 


Le virus X de la Pomme de terre, aprés plusieurs passages 
sur Tabac, peut difficilement s’inoculer & la Pomme de terre ; 
sa virulence pour la Pomme de terre s’atténue tandis qu'elle 
s’exalte pour le ‘Tabac. 


INACTIVATION D’UN VIRUS PAR LE JUS D'UNE PLANtE. — Le virus de 
la mosaique du Tabac est inactivé zn vitro par le jus de PAyto- 
lacea decandra & \a dilution de 1/5, par celui de Datura stramo- 
nium a 1/200. Cependant, le Datura est susceptible de mani- 
fester des maladies graves, voire méme fatales, & Ja suite 
d'inoculation de virus du Tabac. 

Le virus du Curly-top s’atténue définitivement par passages. 
sur types de betleraves résistantes et l’alténuation est d’autant. 
plus marquée que le passage se fait sur une betterave qui exté- 
riorise moins les sympt6émes de la maladie. Cette atténuation 
s’obtient par passages sur des plantes appartenant & diverses 
espéces : Chenopodium murale, C. album; Tomate, Nicotiana 
rustied. 

Le virus atténué par passage sur C. murale reprend sa viru- 
lence par passage sur Stellaria media (Lackey). 

Le virus du curly-top présente souvent des formes atténuées, 
spontanément. A son sujet, il est intéressant de remarquer que 
les insectes vecteurs Euteitix tenella puisent plus aisément le 
virus des Betteraves jeunes affectées que des Betteraves plus 


% 
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dgées, de telle sorte que dans une population d’Eutettix le 
pourcentage des vecteurs de virus augmente beaucoup plus 
rapidement sur de trés jeunes Betteraves que sur des Bette- 
raves plus développées. 


Fic 14. — Coupe longitudinale de parenchyme au-dessus de l’extrémilé 
d'une racine lalérale de Beta vulgaris affectée de « Curly-top ». 

Les cellules embryonnaires, a gros noyau, montrent, dans leur cyto- 
plasme dense, de nombreuses petites mitochondries m, autour des 
vacuoles v, Ces cellules qui, vers le haut, devraient se différencier histo- 
logiquement et cytologiquement, dégénérent en accumulant dans leurs 
vacuoles des composés phénoliques (p, v); le cytoplasme prend un aspect 
laqué et les mitochondries ne peuvent plus étre mises en évidence, sauf 
en quelques ilots (m). La dégénérescence affecte surtout les cellules de 
certaines files telles que ¢, qui, laminées entre les cellules voisines, 
perdent bientot leur cytoplasme tandis que presque tout leur volume est 
occupé par une grosse vacuole dont le contenu est parliculitrement riche 
en composés tanniques. (Ces cellules tanniques sont a comparer 4 celles 
que nous avions déja fait connaitre dans les nécroses annulaires dites 
« ring spot » et que Woods a récemment figuré sans les interpréter ; 
elles sont également homologues des cellules tanniques caractéristiques 
des lésions de « scaly bark » des Citrus et de celles de « Sun Blotch » des 


Avocado. 
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REACTIONS CYTOLOGIQUES PROVOQUEES PAR LES VIRUS ATTENUES, 


Dans les cas ou les formes virulentes de virus provoquent 
des nécroses brutales, peu favorables a l'étude des modifica- 
tions biochimiques provoquées dans les cellules affectées, l’ino- 
culation de formes atténuées, permettant une plus longue survie 
des cellules affectées, permet une étude plus détaillée des 
troubles métaboliques. 

Dans le cas du « curly-top », par exemple, l'étude de Bette- 


M-+--—-- $ i 


iy 


Fie. 15. — Cellules embryonnaires de pointe de racine de Bela vulgaris 
affectée de Curly top. Vers l'un des poles de la cellule, le cytoplasme 
acquiert une affinité spéciale pour ’hématoxyline, et forme, autour d’un 
systéme de petite vacuoles, un réseau cy qui représente ’homologue de 
ce que les auteurs décrivent généralement, dans les cellules affectées par 
les virus, comme une inclusion, un « vesiculated-body » ou un « X-body ». 
Les mitochondries m, primitivement trés nombreuses entre les petites 
vacuoles, deviennent de plus en plus difficiles A déceler, & mesure que 
Yhypercolorabilité du cytoplasme rend la différenciation plus difficile ; n, 
noyau. 


raves affectées par un virus atténué nous a permis de suivre 
les modifications cytologiques et histologiques précédant la 
nécrose des extrémités de racines (fig. 14 et 15). 


ATTENUATION DE VIRUS PAR LA CHALEUR. 


Lorsque des Tabacs, aussitot aprés avoir été inoculés avec le 
virus de la mosaique, sont conservés & une température cons- 
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tante de 35-39°, les symptomes de la mosaique ne se mani- 
festent guére. Le virus s’est cependant généralisé dans la plante, — 
mais ce virus « latent » est « atténué ». Inoculé a des Tabacs, 
il est incapable, méme A température ordinaire, de provoquer 
plus qu’une mosaique trés bénigne (J. Johnson). Cette atiénua- 
tion est assez stable pour se conserver aprés plusieurs passages 
sur Tabacs & température ordinaire. 


GuERISON SPONTANEE D'UNE PLANTE AFFECTEE DE MALADIE A VIRUS. 


En régle générale, un virus qui se généralise dans toutes les 
parties d’une plante cause une maladie incurable : toutes les 
parlies propagées par voie végétalive, bouture, greffe, tuber- 
cule, bulbe, étant infectées par Je virus, donnent naissance & 
un « clou » infecté. 

Quelques cas de guérison ont cependant été signalés, mais ce 
sont des exceptions si rares qu’elles n’infirment pas la régle. 

K. Smith, inoculant au Tabac un virus isolé de upin, obtint 
une maladie suivie de guérison; inoculant au Tabac le virus du 
« spotted wilt » des Tomates, il vit les Tabacs, apres avoir 
montré des symptémes morbides, produire des pousses saines 
et, dans certains cas, s’affranchir totalement de l’infection. 

K. M. Johnson a vu des plantes de Pommes de terre se guérir 
des résultats d’une inoculation du virus de la mosaique du 
Tabac. | 

Dans tous les cas, il ne s’agit pas d’une simple disparition 
des symptémes, mais bien d’une guérison, c’est-a-dire d'une 
disparition du virus; mais il ne s’agit pas d’un phénoméne 
immunologique, car les plantes guéries restent susceptibles de 
contracter la maladie a la suite d’une nouvelle inoculation du 


virus. 


L’IMMUNITE ACQUISE? VIS-A-VIS DES MALADIES A VIRUS. 


De ces cas de guérison spontanée (ot la plante, affranchie du 
virus inoculé une premiére fois, contracte de nouveau la 
maladie & la suite d’une seconde inoculation), il faut distinguer 
les cas de vaccination, ot une premiére inoculation de virus 
altténué, confére une immunité plus ou moins parfaite vis-a-vis 
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de l'inoculation ultérieure d’une forme virulente de virus du 
méme groupe, ou méme d’un virus d’autre groupe. 

Thung, inoculant ensemble parties égales de virus n° 4 de la 
mosaique banale et de virus n° 6 (de la mosaique jaune) voit 
apparaitre, sur le Tabac inoculé, les symptémes des maladies 
de la mosaique banale et de la mosaique jaune, et il peut 
obtenir du jus de ce Tabac malade le virus n° 4 et le virus n° 6. 
Au contraire, l’inoculation préalable du virus n° 1 inhibe le 
développement des symptémes de la mosaique jaune que 
devrait faire apparaitre l’inoculation ultérieure du virus n° 6. 

Inversement, un Tabac préalablement infecté par le virus 
n° 6 ne manifestera pas de symptémes de mosaique banale aprés 
Vinoculation de virus n° 1. 

Les expériences les plus remarquables de vaccination ont été 
effectuées & Cambridge par Salaman qui a montré que les 
Tabacs ou les Datura, vaccinés par une premiére inoculation 
d’une forme atténuée de virus X, ne manifestaient aucun 
symptodme morbide a la suite d’une inoculation postérieure de 
forme virulente du virus X. 

Price remarque que divers Nicotiana réagissent & une pre- 
miére inoculation du « ring-spot virus » par des lésions annu- 
laires 4 la suite de quoi les plantes reprennent l’aspect de 
plantes saines ; leurs organes, qui conservent le virus sous une 
forme virulente, ne produisent aucune lésion annulaire a la 
suite d’une deuxiéme inoculation. 


PRESENCE D'ANTIGENES DANS LE JUS DE PLANTES 
AFFECTEES DE MALADIES A VIRUS. 


Purdy Beale, Birkeland, aux Etats-Unis, en 1932, Matsumoto 
au Japon, en 1933, Salaman en Angleterre et enfin en 1934, 
Gratia en Belgique, ont montré que l’injection au lapin d’extrait 
de feuilles de Tabac affecté de mosaique provoque la formation 
d’anticorps spécifiques. 

Les Tabacs affectés de mosaique renferment donc un anti- 
gene; dans un Tabac auquel le virus de la mosaique a été 
récemment inoculé, la distribution de Yantigéne correspond a 
la distribution du virus, et l’antigéne parait étre le virus lui- 
méme. 
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Les lapins préparés fournissent un sérum précipitant, fixant 
lalexine et neutralisant la virulence du virus de la mosaique 
du Tabac. Ces réactions sont spécifiques. 

Mélangé 4 son volume de sérum, le jus de Tabac affecté de 
mosaique laisse précipiter un sédiment gélatineux entrainant 
la chlorophylle, tandis que le jus de Tabacs sains ou te jus de 
plantes affectées de mosaique autre que celle du Tabac ne 
montrent pas de floculation. 

Les Tabacs qui n’extériorisent aucun symptéme de mosaique 
aprés inoculation de virus ne contiennent pas d’antigéne. 

Le jus extrait d’un Tabac affecté de mosaique maintenu six 
semaines & l’étuve en présence de & p. 1.000 de formol laisse 
déposer un précipité que Gratia considére comme un anavirus 
qui, en présence du «-sérum antimosaique » correspondant, 
donne encore une floculalion nelte. 

Salaman, utilisant & la mise en ceuvre de ses antigénes les 
ressources de son Institut de Cambridge, a obtenu les résultats 
_les plus remarquables que nous avons eu la bonne fortune 
d’ observer personnellement. 

Le jus d’un Tabac affecté de mosaique, comme celui d’un 
Tabac normal, contient un antigéne peu efficace capable cepen- 
dant de provoquer dans le sérum des lapins auxquels on l’ino- 
cule un anticorps. Mais le jus du Tabac affecté de mosaique 
contient en outre un puissant anligéne capable de provoquer 
dans le sérum du lapin inoculé un anticorps tel que le sérum 
peut étre qualifié d’antimosaique. 

Le jus du Tabac normal n’est floculé ni par le sérum anti- 
tabac des lapins préparés par inoculation de jus de Tabac 
normal, ni par le sérum antimosaique. 

Le jus des Tabacs affectés de mosaique flocule en présence du 
sérum antimosaique, mais non en présence du sérum antitabac. 
Le jus d’une plante infectée par un virus contient donc : 

1° les antigenes d’une plante normale saine, antigénes que 
permet d’éliminer une filtration convenable ; 

2° un antigéne spécifique et inséparable du virus. 

L’inoculation au lapin de préparations de virus de la mosaique 
du Tabac permet d’oblenir un sérum qui précipite spécifique- 
ment les préparations du virus employé pour l’inoculation 4 une 
dilution de 1/10° ou & des dilutions plus grandes et quel que 
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soit l'hote ayant hébergé le virus; la réaction se produit sans 
que baisse le titre en précipiline. 

L’antigéne parait done étre ou le virus lui-méme, ou une 
combinaison du virus avec certains autres produits cellulaires. 


INACTIVATION DU VIRUS PAR UN SERUM ANTI. 


Le sérum antimosaique (des lapins préparés par injection 
de jus de Tabac affecté de mosaique) est capable d’inactiver le 
virus dans le jus extrait des Tabacs alfectés de mosaique, comme 
s'il contenail un principe lytique spécifique (Purdy, 1928; Gratia, 
1933; Salaman, 1933-1934). 

Le sérum normal du lapin diminue quelque peu le pouvoir 
infectieux du virus de la mosaique du tabac, et le sérum « anti- 
tabac mosaique » le diminue encore plus. 

Chester a montré que le sérum normal du lapin agit seule- 
ment sur la susceptibilité de la plante vis-a-vis du virus et non 
pas sur le virus lui-méme. Cette action n’est pas spécifique, et 
le sérum peut étre remplacé par d’autres substances protéiques, 
extrail de tabac sain, ovalbumine, lait... En plus de cette action, 
le sérum des lapins ayant recu des injections de virus de la 
mosaique du Tabac, dit « virus immune serum » posséde une 
action spécifique neutralisante sur les virus identiques & celui 
qui a été inoculé au lapin. Chaque virus est complétement neu- 
tralisé par un sérum homologue et nest pas du tout neutralisé 
par un sérum hétérologue. 


CONSEQUENCES CYTOLOGIQUES 
DES AFFECTIONS CHRONIQUES, SYMBIOTIQUES. 


D’Hérelle, signalant la coexistence durable de « Bactéries 
résistantes » et de Bactériophage dans des colonies mixtes, con- 
sidére cette association comme quasi-symbiotique et la compare 
a celle des Endophytes des Orchidées. 

Noél Bernard, en infectant expérimentalement les graines 
d'une certaine espéce d’Orchidée par le Rhizoctonia qui infecte 
naturellement une autre espéce, a provoqué la mort de beau- 


coup de plantules : certaines, cependant, réagissent victorieu- 
sement et réalisent une symbiose. 
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J'ai étudié cytologiquement les conséquences d’une symbiose, 
par les méthodes mitochondriales, dans le laboratoire du pro- 
fesseur Knudson, & Cornell. Des embryons d’Odontoglossum, 
en présence d’Endophyte extrait de Catleya, succombent en 
grand nombre & une infection brutale, causant une protéolyse 
cellulaire. Certains embryons survivent; les cellules infectées 
restent vivantes, elles conservent leur chondriome; leur 
vacuome, trés fragmenté, s’enrichit en protides solubles. Mais, 
les réactions les plus remarquables affectent les cellules voisines, 


Fie. 146. — Photomicrographie du produit d’écrasement d'une cellule épider- 
mique de feuille de Tabac affectée par le virus n° 1. Aprés fixation par le 
liquide de Nemec et mordancage par le tannate de fer, la surcoloration 
par la fuchsine acide, selon la méthode de Borrel, met en évidence, sur 
le fond cytoplasmique (gris sur la figure) des granules foncés qui paraissent 
expulsés des masses représentant le produit d’écrasement des « inclusions ». 


non infectées, ot le chondriome se divise activement et forme 
rapidement un grand nombre de plastes, tandis que dans les 
vacuoles s’accumulent de grandes quantités de composés phéno- 
liques; j'ai done montré dans ces Annales (43, 218-224, 1929) 
que les phénoménes cytologiques qui permettent la réalisation 
d'un équilibre symbiotique sont homologues des phénoménes 
observés chez les plantes qui manifestent un certain degré 
de résistance 4 une infection parasitaire. 
_ Annales de l'Institut Pasteur, t. 54, n° 4, 1935. 34 
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Des phénoménes semblables s’observent dans les pédoncules 
des gousses d’Arachis hypogea, qui sont envahies par un cham- 
pignon endophyte, et de fagon générale dans les racines a 
mycorhizes, ou dans les nodosités radicales, dans les « clado- 
manies », et méme dans tous les cas d’affection parasitaire par 
un champignon pathogéne, lorsque la survie suffisamment 
longue de la cellule infectée permet |’établissement d’échanges 
de matériaux solubles entre héte et parasites. 

Les réactions cytologiques provoquées par un parasite ultra- 
microscopique tel qu'un virus, sont homologues de celles d’un 
parasite microscopique, & cette différence prés que, dans le 
premier cas, les réactions encadrent un parasite directement 
visible sous le microscope, dans le deuxiéme cas, un parasite 
que seules des techniques spéciales permettent de révéler. 

L’analogie des caractéres symbiotiques, invoquée par d’Hé- 
relle, entre les associations « Bactérie-Bactériophage » et « cel- 
lule Orchidée-Endophyte » est plus évidente encore entre « Cel- 
lule tolérante-virus ». 

D’ailleurs, les Bactériophages ne représentent que des formes 
de virus pathogéne pour les Bactéries : les Bactéries réagissent 
a leur pénétration par une fragmentation de leur vacuome, au 
méme titre qu'une cellule sensible réagit par une fragmentation 
du vacuome a la pénétration du virus. 

Enfin, des réactions homologues sont provoquées, dans les 
cellules de plantes cultivées aseptiquement, 4 l’abri de tout 


parasite, par la simple carence alimentaire (Dufrénoy, 1930) et 


Miss Sheffield (1934) a provoqué expérimentalement toutes les. 
anomalies cytologiques que peut causer le virus de l’« Aucuba 
mosaic » en faisant absorber au Solanum nodiflorum des sels 
de acide molybdénique. 


LES REACTIONS CYTOLOGIQUES ET LES REACTIONS HISTOLOGIQUES 
CONSIDEREES AU POINT DE VUE IMMUNOLOGIQUE. 


Si les cellules vivantes pénétrées par le virus survivent assez 
longtemps pour permettre au virus de se multiplier et de 
généraliser l’infection, le virus tend & provoquer, — en outre, 
des réactions primaires, locales, au niveau des tissus inoculés, 
— des réactions secondaires dans le reste de Ja plante; ces 
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réactions deviennent évidentes surtout dans les tissus qui 
croissent et se différencient aprés inoculation. Quoique les 
résultats ultimes, quant au sort de la plante et au syndrome 
pathologique, puissent varier considérablement selon la « viru- 
lence » du virus inoculé pour le génotype de plante-hdote, le 
sens des réactions cytologiques est toujours le méme; seuls 
différent la vitesse des réactions et leur stade ultime, qui dépend 
de la durée de survie. 

Le virus intracellulaire tend toujours & provoquer une exa- 
gération des surfaces cytoplasmiques autour des solutions 
vacuolaires ot s’'accumulent des amino-acides et des composés 
phénoliques, tandis que des gouttelettes de lipides s’individua- 
lisent dans le cytoplasme. Si cette réaction cytologique est 
étroitement localisée au voisinage immédiat des particules de 
virus intracellulaires, elle n’empéche ni la multiplication, ni 
la généralisation du virus, et aboutit seulement & l’ébauche 
d’une nécrose locale du cytoplasme. Si cette nécrose est plus 
accentuée, elle devient évidente et se colore électivement, 
~méme par les techniques les plus défectueuses, et elle recoit 
alors le nom d’« X-body ». 

Si la nécrose est plus rapide et plus généralisée, elle aboutit 
a la mort rapide de cellules ou de groupes cellulaires, et devient 

évidente alors histologiquement ou méme macroscopiquement. 
Mais, & moins d’étre si rapide qu *elle ne se manifeste par une 
« plasmolyse » du cytoplasme et une « fixation » des inclusions 
cellulaires, la mort est précédée de l’accumulation de composés 
phénoliques, dans la solution vacuolaire. 

Or, qu il s’agisse de maladies 4 virus, ou d’autres maladies 
infectieuses, les phénoménes d’immunité locale se manifestent 
toujours par la concomitance de ces deux réactions biochimiques 
antagonistes : production et accumulation dans la solution 
vacuolaire, d’une part, d’amino-acides et de glucides, d’autre 
part, de composés phénoliques. 

Si c’est la premiére réaction qui domine, l’infection se géné- 
ralise, et la plante est « sensible »; si c’est la seconde réaction 
qui domine, |’infection tend a se localiser. 

Mais, dans tous les cas, l’excitation pathologique inhibe la 
synthése des complexes cytoplasmiques aux dépens des aliments 
disponibles, avec accumulation corrélative des éléments miné- 
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raux non utilisés ou des éléments incomplétement métabolisés ; 
elle provoque, en particulier, une instabilité particulitre des 
solutions vacuolaires, et souvent la formation de cristaux ou 
d’inclusions amorphes. 

Toute excitation métabolique, provoquant des troubles méta- 
boliques, provoque des modifications corrélatives des inclusions 
cellulaires qui représentent le lieu de production, de conden- 
sation ou d’accumulation des produits de l’anabolisme ou du 
catabolisme; ce qui est le plus intangible dans la cellule, ce 
sont le cytoplasme et les « mitochondries inactives »; si le 
cytoplasme subit une modification cytologiquement décelable, 
pour que la cellule survive, cette modification doit étre localisée 
strictement & un faible volume du cytoplasme cellulaire, dont 
le reste conserve son intégrité. 

Malencontreusement, les auteurs qui se sont proposés d’étu- 
dier cytologiquement les modifications pathologiques causées 
par les maladies & virus, ont concentré leur attention sur les 
« inclusions » facilement colorables aprés les traitements les 
plus violents sans se préoccuper d’établir une corrélation entre 
la structure normale de la cellule et son fonctionnement normal, 
entre ses modifications locales ou générales et celles du méta- 
bolisme. 

L’étude cytologique des réactions pathologiques ne donne de 
résultats intelligibles que pour autant qu’il est admis : 

1° Que la structure est la conséquence du fonctionnement 
cellulaire ; 

2° Que chaque surface cytoplasmique est le siége de réactions 
qui lui sont propres et déterminent les rapports morphologiques 
et topographiyues du cytoplasme immédiatement voisin avec 
les produits du métabolisme local ; 

3° Que la manifestation de l’activité cellulaire, au niveau de 
chaque surface cytoplasmique, est la résultante de réactions 
concomitantes, antagonistes, et qu'un méme facteur peut exa- 
gérer l’intensité de certaines de ces réactions en inhibant les 
autres, et que cette modification locale peut, & distance, provo- 
quer des desharmonies contraires du métabolisme. 

En derniére analyse, ce qui détermine la généralisation ou la 
localisation de l’infection par un micro-organisme pathogene, 
cest sa vitesse relative de croissance ou de multiplication, et 
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cette vitesse est fonction des relations biochimiques, dites 
immunologiques, qui s’établissent entre le pathogéne et son 
hote. Cette régle parait absolument générale et East a fait 
remarquer qu'elle s’applique au tube pollinique croissant dans 
le style, ou il se comporte d’ailleurs en parasite (nous avons 
observé que la pénétration du tube pollinique dans le micropyle 
provoque, dans le sac embryonnaire, des réactions homologues 
de celles que provoque la pénétration d'un sucoir de champi- 
gnon parasite dans une cellule sensible. Le cytoplasme de la 
cellule embryonnaire forme autour de l’extrémité du tube pol- 
linique un réseau de trabécules fortement colorables). 

En étudiant les groupes interstériles de N. alata et N. san- 
dere, Kast a démontré que la vitesse de croissance du tube 
pollinique, dans un style, dépend de l’interaction deux 4 deux 
des 15 allélomorphes d’un facteur de croissance S. La croissance 
d’un tube pollinique d’un parent §,S, est inhibée dans le Sty le 
d'une plante S,S,, elle se fait mieux dans unstyleS, 5S, 48,8, 
et avec une vitesse qui dépend des relations mutuelles des 
allélomorphes SpSn que posséde le parent male et de ceux 
SmSm que posséde le parent femelle. 

Il est rare qu'il existe une corrélation entre le degré de sus- 
ceptibilité et les vitesses de croissance respective du pathogéne 
et de l’héte. Cependant, certains génotypes de Mais échappent 
& une infection générale par le mycélium d’Ustilago zex du 
fait que la croissance méristématique de la tige est plus rapide 
que l’élongation mycélienne, et, la formation de rejets sur cer- 
taines plantes infectées par des virus se fait avec une croissance 
plus rapide que ne se généralise le virus. 

Mais, dans bien des cas, la généralisation de l’infection est 
d’autant plus rapide que I’héte a lui-méme une croissance plus 
rapide. La seule corrélation qui soit générale est celle que nous 
constatons entre la rapidité de formation de composés phéno- 
liques et la résistance 4 la généralisation de l’infection ; l’abon- 
dance de composés phénoliques et la pauvreté en amino-acides 
paraissant inhiber la croissance ou la multiplication des micro- 
organismes pathogénes. Cetle croissance et cette multiplication 
étant, au contraire, assurées par l’abondance de glucides solubles 
et d’amino-acides. 
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IRTERPRETATION PHYSIOLOGIQUE DES OBSERVATIONS CYTOLOGIQUES. 


Quels que soient le virus considéré et la plante héte sur laquelle 
s'exerce son action, la réaction cellulaire doit (héoriquement se 
manifester, selon la durée de survie plus ou moins longue de 
la cellule : 

Soit 4°, par un trouble a peine perceptible de l’amylogénése 
el de l’amylolyse; 

Soit 2°, dans les cellules différenciées : a) par une exagéra- 
tion de l’oxydation des glucides, concomitante de l’exagération 
des phénoménes respiratoires d’entretien; 6) par une dissocia- 
tion des complexes lipo-protéiques, souvent localisée & un 
certain territoire cytoplasmique, qui se différencie en une 
« inclusion » ou « X body ». 

Dans les cellules méristématiques, par une inhibition d’utili-- 
sation des glucides, concomitante d'une diminution de la 
« respiration d’énergie de croissance »; 

Soit 3°, par accumulation de composés phénoliques dans 
certaines vacuoles, vers un pole de la cellule, tandis que, vers 
Vautre pdle cellulaire, des réactions protéolytiques peuvent 
prédominer; 

Soit 4°, par l’accumulation de composés phénoliques dans 
Yensemble de l’appareil vacuolaire et par la mort lente de la 
eellule; 

Soit 5°, par une plasmolyse et une coagulation brutale du 
cytoplasme; la cellule meurt, comme fixée, avec ses plastes 
bourrés d’amidon. 

Suivant que les nécroses provoquées par la mort de quelques 
ilots cellulaires sont macroscopiquement évidentes ou non, les 
auteurs distinguent |’existence ou l’absence de « réactions pri- 
maires » aux points d’inoculation du virus, de « réactions nécro- 
tiques secondaires » a la suite de la généralisation du virus. 

Holmes, attirant l’attention sur la généralité de la stase de 
Yamidon aux points d’inoculation du virus, méme en |’absence 
de toute réaction macroscopiquement évidente, a fait connailre 
la généralité des « réactions primaires » qui different quant a 
leur intensité. 


L’étude cyltologique, par les méthodes mitochondriales, 


L'IMMUNITE DES PLANTES VIS-A-VIS DES MALADIES A VIRUS~ 507 


nous permet de reconnaitre tous les intermédiaires qui existent 
entre la « quasi-fixation » que provoque le virus au niveau des 
nécroses de « taches blanches », la formation généralisée ou 
localisée de composés phénoliques, la formation d’un « X body » 
qui s’impose & l’attention, ou la simple dissociation locale de 
complexes lipo-protéiques, qui représente le mode banal de 
réaction cytologique & une excitation localisée. 

Immunologiquement, nous dislinguons conventionnellement 
les réactions histologiques localisées (causant des nécroses évi- 
dentes) et les réactions du type mosaique (qui sont essentielle- 
ment l’expression de troubles du métabolisme général). Dans 
ce dernier cas, qui correspond & la généralisation d’une infec- 
tion chronique, l'étude cytologique des cellules, vivantes ou 
aprés fixation mitochondriale, permet d’interpréter : 1° les 
troubles métaboliques qui causent l’altération de la chloro- 
phylle, et, par conséquent, la panachure caracléristique des 
mosaiques; 2°]'inhibition de croissance responsable du nanisme 
~ et des malformations; 3° la localisation de la réaction cytolo- 
gique autour des colonies de virus intracellulaire, localisation 
dont la manifestation la plus évidente a recu le nom, d’ailleurs 
dénué de signification cytologique, d’« X-body », nom qui 
désigne simplement |’expression la plus strictement localisée 
de limmunité locale de la cellule. 


Conclusions. 


L’étude cytologique de plantes affectées par des carences 
alimentaires, des intoxications, des déficiences chromosomiques 
ou des maladies parasitaires, en particulier par des maladies & 
virus, nous conduit aux conclusions suivantes : 

L’activité normale de la cellule, édifie, & partir d’éléments 
hétérogénes accessibles & Vobservation microscopique, une 
substance, le cytoplasme, dont l’homogénéité et le degré d’hydra- 
tation sont telles que l'ullra-microscope méme n'y révéle 
aucune structure. Ce cytoplasme est creusé de vacuoles conte- 
nant une solution ou une suspension qui, comme le cytoplasme, 
parait optiquement vide. 

_L’énergie nécessaire & l’absorption des éléments hétérogénes 


508 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


et a leur homogénéisation est essentiellement fournie par la 
« respiration d’entretien » et la « respiration de croissance » 
qui consistent surtout en l’oxydation de glucides provenant de 
hydrolyse, par l’amylase, de l’amidon, produit de photosyn- 
thése. 

Certains facteurs peuvent inhiber la « respiration de crois- 
sance » et par suite la possibilité d’absorption d’eau ou d’ali- 
ments minéraux dissous, ou inhiber l’activité de l’amylase, 
et par la, priver l'activité respiratoire de son combustible, 
cependant que peut persister ou s’exalter la respiration d’en- 
tretien. 

Ainsi peuvent se trouver modifiées les relations nutritives 
qui lient normalement les divers tissus d’une plante, les 
diverses cellules d’un tissu, les divers territoires cytoplas- 
miques d’une méme cellule. 

L’étude des réactions d’une cellule a l’excitation localisée 
nous apprend, en effet, que la cellule n’est pas une unité phy- 
siologique, mais que, selon l’idée féconde de Warburg, Devaux, 
Hopkins, chaque surface de contact du cytoplasme avec une de 
ses enclaves a ses possibilités propres de réactions, que rend 
évident examen microscopique. 

La polarisation de la cellule, qu’ébauchent certaines spécia- 
lisations physiolugiques, s’accuse sous | influence d’une exci- 
tation localisée. 

Bien plus, un certain territoire cytoplasmique peut perdre 
tous les caractéres de la vie, acquérir les affinités de réactions 
chimiques qui, pour Devaux, caractérisent la mort, dans une 
cellule qui demeure vivante dans son ensemble. 

Mais tous les intermédiaires existent entre les réaclions en 
apparence trés diverses qui aboutissent 4 la mort; biochimi- 
quement, ces réactions se raménent & l’exagération ou & l'inhi- 
bition des quelques réactions biochimiques de la cellule 
vivante, exagération ou inhibition des respirations de crois- 
sance ou d’entretien, inhibition de l'utilisation des glucides, 
inhibition de [utilisation des amino-acides & la synthése des 
complexes lipo protéiques, avec accumulation ou libération de 
gouttelettes libres de lipides, modifications des équilibres des 


solutions vacuolaires par enrichissement en amino-acides et en 
composés phénoliques. 
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Selon la géniale expression de Lapicque : « Les cellules peu- 
vent mourir pour beaucoup de raisons diverses, mais elles 
n'ont qu'une facon de mourir. » 

Du point de vue immunologique, vis-a-vis des virus ou de 
tout autre microorganisme pathogéne, ce qui importe, c’est la 
durée de Ja survie; plus elle est longue, c’est-a-dire plus loca- 
lisées et moins rapides sont les modifications pathologiques du 
métabolisme, plus grandes sont les chances pour le parasite 
d’établir avec les cellules vivantes des relations quasi-symbio- 
tiques, favorables & une infection chronique et généralisée. 


Résumé. 


Kn résumé, lorsqu’un virus est inoculé a une plante, les cas 
suivants peuvent se présenter : 

1° L’inoculation du virus ‘ne provoque ni réaction locale 
évidente, ni manifestation de pathologie générale, et le suc 
de la plante inoculée ne devient pas infectieux pour d’aulres 
plantes. 

On peut seulement dire que la plante ne « prend pas le 
virus »; seule l’étude cytologique minutieuse des tissus dans 
lesquels se fait Vinoculation pourrait révéler si le virus pro- 
voque des réaclions trop localisées pour devenir macroscopi- 
quement évidentes, mais rentrant, a une échelle microscopique, 
dans le cadre des résolutions d’immunité locale; 

2° L’inoculation provoque une nécrose locale du type de ce 
qui a été heureusement appelé « tache d’hypersensibilité » dans 
_ le cas des réactions homologues observées chez certaines plantes 
dites « résistantes » 4 l’inoculation de certains parasites obli- 
gatoires tels que les Urédinées. On comprend, en effet, qu'un 
parasite obligatoire, qu'il soit virus ou champignon, dépendant 
absolument pour sa nutrition de cellules vivantes, ne peut 
subsister qu’autant qu’il élablit une relation quasi-symbiotique 
avec les cellules vivantes de hdte. Si les cellules meurent dés 
qu’elles sont envahies ou sur le point de l’étre, aucune géné- 
ralisation de l’infection n’est possible, hypersensibilité cellu- 
laire est concomitante de I’« immunité » de l’organisme; 

3° L’inoculation provoque comme symptéme primaire une 
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nécrose locale et comme symptéme secondaire une infection 
générale qui peut se manifesler par une mosaique ; 

4° Liinoculation provoque une infection générale du type 
mosaique compliquée de taches nécrotiques qui apparaissent & 
distance du point d’inoculation. Un peut soupgonner alors qu il 
a été inoculé a la plante un mélange de virus; 

5° L'inoculation ne provoque l'apparition d’aucun symptome 
morbide dans les organes déja différenciés au moment de l’ino- 
culation. Seuls les organes qui se développent ultérieurement, 
du fait de l’activité des bourgeons ou des extrémités des racines, 
montrent des symptomes pathologiques, généralement du type 
mosaique. Ces symptOmes manifestent surtout un trouble du 
métabolisme des glucides; ce trouble peut déterminer, chez les 
feuilles agées, formées antérieurement & J inoculation, des 
phénomeénes de carence qui ne sont que la manifestation d'une 
conséquence indirecte de l’effet du virus; 

6° L’inoculation ne provoque l’apparition d’aucun phéno- 
méne pathologique évident; cependant, Je jus filtré de la plante 
inoculée devient infectieux pour des plantes sensibles, et 
d’ailleurs le virus latent dans la plante inoculée peut étre révélé 
par linoculation subséquente d’un second virus capable de 
constituer, avec le premier, un complexe dont leffet s’exté- 
riorise. 

On pourrait dire de ces plantes qui jouent le réle de « por- 
teurs de virus » gu’elles sont tolérantes, en réservant le nom 
de résistantes & celles qui tendent au contraire & s’opposer, par 
des réactions nécrotiques d’immunité locale, 4 la généralisa- 
tion du virus. 

Les virus, pour la plupart, sont remarquables pour la rapi- 
dité avec laquelle, & partir du point d’inoculation, ils se répar- 
tissent dans l'ensemble d’une plante; pour les virus, comme 
pour les champignons ou les bactéries pathogénes, il existe 
une corrélation négative entre la faculté de généraliser |'infec- 
tion et celle de provoquer chez la plante héte une réaction 
histologique évidente. 

Certains microorganismes peuvent se multiplier dans des 
tissus de l’héle sans provoquer, au moins pendant un certain 
temps, de symptomes pathologiques évidents. 

De méme, il existe des virus « latents » capables de se géné- 
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raliser dans une plante hote sans y faire apparaitre de réaction 
décelable par l’observation directe. 

D’autres virus, sans provoquer aucune réaction évidente des 
tissus au niveau desquels ils sont inoculés, se généralisent dans 
la plante pour affecter seulement le métabolisme et le mode 
de différenciation des tissus formés par les bourgeons, posté- 
rieurement a l’infection : les cellules affectées restent vivantes, 
et tendent a localiser le virus & un certain territoire cytoplas- 
mique différencié en inclusion. 

Enfin, d’autres virus provoquent une réaction locale au point 
dinoculation et cette réaction peut, dans certains cas, étre 
interprétée comme la manifestation d’un phénoméne d’immu- 
~nité locale prévenant, au prix d’une nécrose de quelques cel- 
lules, la généralisation du virus. 

Bien entendu, un méme virus qui généralisera son infection, 
sans réaclion locale dans une plante « susceptible » peut pro- 
voquer une réaction qui localise sa répartition dans une plante 
« résistante ». . 

Un virus ne parait capable de se multiplier qu’aux dépens 
d’une cellule vivante, sa généralisation, par conséquent, exige 
que survivent les cellules affectées; au contraire, toute 
nécrose cellulaire des cellules infectées et des cellules voisines 
menacées d’infection, a pour conséquence la localisation de 
cette infection. A cet égard, les phénoménes d’immunité locale 
chez les plantes affectées par une maladie 4 virus sont compa- 
rables aux phénoménes d’immunité locale observés a la suite 
d’infection par bactérie ou champignon. 
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